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A. Introduction 

Six species are usually referred to the genus Eleocharis in British 
Floras (CLAPHAM, TUTIN and WarRBuRG 1952). Two of these, E. palu- 
stris (L.) R. Br. em. Rorzm. and Scuutr and EF. uniglumis (Linx) 
ScHULT, are very closely related and are placed together in the series 
Palustriformes, sub-series Palustres (WALTERS 1949). The two species 
are usually separable on a few morphological character-differences but 
intermediate types do occur. In Britain, these are found in the coastal 
habitats of the west and north. 

E. palustris is, itself, divided into two so-called subspecies: E. palu- 
stris vulgaris (= palustris) and E. palustris microcarpa (CLAPHAM, TUTIN 
and WaRBURG 1952; WaLTERS 1949). The former is common through- 
out Britain and is widespread in Europe except in the south and south- 
east. It would appear that plants from these regions, generally called 
E. palustris, belong to the sub-species HZ. palustris microcarpa. The di- 
stribution of this type is imperfectly known but it is apparently absent 
from the western and northern parts of Britain and rare in Scandinavia. 
However, it appears to be the only form present in Greenland (SAUNTE 
1957). 

Various chromosome numbers have been given for these species. 
In their Chromosome Atlas, DARLINGTON and WYLIE (1956) list the 
following: 

E. palustris 2n=10, 16, 36, 38. 

E. uniglumis 2n = 16, 32, 46, c.69, 92. 
It is probable that 27 =16 corresponds with E. p. microcarpa, 2n = 38 
with EF. p. vulgaris and 2n=46 with E. uniglumis (LINK) ScHULT. 
SAUNTE (1957) is of the opinion that the 2m = 10 type of Russian origin 
belongs to a different species. 

In a study of Scandinavian plants in the palustris-uniglumis complex. 
SAUNTE (1957) found chromosome numbers of 2” = 16, 38—40, 42, 44, 
46—49, and 51. Plants with 2n —=38—46 or 46-++ chromosomes were 
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intermediate in morphology between palustris and uniglumis. Numbers 
between 22 = 16 and 38 were not obtained and consequently SAUNTE 
concluded that the form with 16 chromosomes is “probably completely 
isolated from the 38- and 46-chromosome types”. WALTERS (1949) has 
expressed the same opinion pointing out that the few attempts at 
hybridisation between the two sub-species of EL. palustris have proved 
unsuccessful and that no putative hybrids between them have been 
found in the wild. What we consider to be a natural sub-specific hybrid 


is described in this paper. 


B. Material and Technique 


A random sample of flowering-heads of EZ. palustris was collected from a 
small area, approximately 200 sq. yards, in the south-eastern corner of Port Mea- 
dow, Oxford. The plants have a far-creeping rhizome and consequently the limits 
of an individual are difficult to define. The material was collected to enable stu- 
dents to study the unusual type of pollen development characteristic of the family 
and consequently, the sample was small and a detailed examination of the morpho- 


logy of the plants was not made at the time of collection. 
The heads were fixed in 1:3 acetic-alcohol and subsequent squash prepara- 


tions of the anthers were made in aceto-carmine. 


C. Observations 
I. Pollen development 

The main features of pollen development in the Cyperaceae have 
been known for a long time (JuEL 1900). The pollen mother cells form 
a single layer in each pollen-sac which they fill completely. In transverse 
section the pollen-sac resembles a similar section of an orange, each 
pollen mother cell being wedge-shaped. 

Pollen development resembles embryo-sac formation of the Fritil- 
laria-type in so far as the four meiotic products become separated into 
two groups containing one and three nuclei. The group of three occupies 
the apex of the wedge in all species except Rhyncospora japonica (Ta- 
NAKA 1941) where they move to the wall adjacent to the tapetum. Our 
unpublished observations on Scirpus tabernaemontani show that the 
spindles of the second division of meiosis may be variously oriented 
relative to one another and the cell. Yet a 3:1 separation occurs in 
nearly all the cells (meiosis is normal) and exceptions are very rare. 

From this stage the sequence differs from the Fritillaria-type of 
embryo-sac development and resembles the. more common Polygonum- 
type in that the group of three nuclei do not function. The central 
nucleus alone completes pollen grain mitosis except in rare atypical 
cells in otherwise normal individuals. The spindle of the first pollen 
grain mitosis lies in the long axis of the cell and, again with the exception 
of Rhyncospora japonica, the generative nucleus is organised between 
the vegetative nucleus and the group of three non-functional nuclei. 
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The exceptional case of Rhyncospora japonica is illuminating because 
it shows that the physiological gradient in the PMC and the grain is 
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Figs. 1—3. 1: PGM-I in EZ. p. microcarpa (n=8, x1250). 2: PGM-I in E. p. vulgaris 
(n=19, x1250). 3: Root-mitosis in the putative vulgaris x microcarpa hybrid 
(2n=27, x 2000) 


not relative to the tapetum—the source of supply—but to the centre 
of the cell. Thus pollen development in the Cyperaceae can be explained 
in the same terms as normal pollen development (DARLINGTON and 


MatHerR 1949, La Cour 1949) and the abnormal binucleate pollen 
29* 
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mother cells described in oats (HOLDEN and Mora 1956) and in Loliwm 
(Jain 1958). The differences between these examples is not one of kind but 
rather one of time of action. However, the abortive nuclei in the Cyper- 


aceae resemble typical vegetative 


nuclei in having nucleoli and differ 
in this respect from the 


Table 1. Numerical chromosome variation at the abnormal peripheral nuclei 
first pollen grain mitosis in a putative hybrid of the binucleate pollen 


between E. palustris vulgaris and E. palustris 


microcarpa 


mother cells. 
In our material the 
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8 mitosis. In this they are 
26 delayed relative to the 
159 functional nucleusand may, 


very occasionally, show 


degrees of delay relative to each other. Although asynchrony compli- 
cates the position there can be no doubt that the chromosomes in 
the non-functional nuclei are smaller than those in the favoured 
nucleus. This may reflect a difference in auto- and/or hetero-catalysis. 


Following the first pollen grain 


Table 2. Numerical chromosome variation Mitosis especially, a number of 
at first pollen grain mitosis in seven nucleolar-like bodies appear in 


Eleocharis plants of unknown type 


the cytoplasm which are partic- 
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to the centre of the pollen grain, 


although the generative cell moves 
it is initially cut-off in a peripheral 


position as in Vaccinium (SmitH-WHITE 1959). 


II. The Karyotypes 


Of 29 inflorescences examined, 10 showed usually n = 8 chromosomes 
at PGM I and presumably represent E. p. microcarpa (Fig. 1). Seven 


had n= 19 chromosomes in most of the grains and doubtless belonged 
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to E. p. vulgaris (Fig. 2). Of the remaining inflorescences 4 gave a range 
of numbers at PGM I consistent with the ideas that their diploid number 
was 2n=27 and that meiosis was abnormal in the ways expected of 
a numerical hybrid between the two sub-species (Table 1, Figs. 4—9). 
Subsequerit resampling in the area led to the discovery of two “‘indi- 
viduals” with 2” = 27 chromosomes in their root tips (Fig. 3). These 
plants are now in culture and their morphology will be studied during 
the next growing season. We are of the opinion that these are F, hybrids 
between E. p. vulgaris and E. p. microcarpa. 

In the remaining 7 inflorescences a range of numbers was obtained 
with a modal value of n= 18, 19 (Table 2). 


III. The Chromosomes 


a) General. HAxansson (1954, 1958) has shown that chromosome 
fragments produced by irradiation are capable of movement on the 
spindle. This suggests that the centromeres are not localised. In keeping 
with this conclusion is the absence of primary constrictions and the 
form of the chromosomes at anaphase. 

There are some organisms with localised centromeres where localised 
nucleolar organisers in the form of secondary constrictions cannot be 
detected (e.g. Oxalis dispar, MarKs 1957) or where nucleolar organisa- 
tion is distributed at least in some cells (e.g. Pisum, HAKANSSON and 
Levan 1942). But this diffusion of nucleolar-organising activity appears 
to be more common in those species where centric activity is likewise 
‘distributed (e.g. Luzula, Brown 1954). 

In both sub-species of Z. palustris and in the putative hybrid material 
the number of nucleoli at prophase of PGMI is variable although 
there is usually only one at the prophase of meiosis. In the pollen 
grains of EL. p. microcarpa, for example, the number of nucleoli is usually 
between one and three but as many as eleven have been found. The 
number and size of the nucleoli appear to be inversely related. 

HAKansson (1954) figures localised nucleolar organisers in the form 
of constrictions but we have no evidence for them. We do find occasional 
constrictions (Fig. 10) but their appearance and position is not constant. 
Perhaps they belong in the same category as the “‘gaps’”’ sometimes 
observed in the chromosomes of Orthoptera (LEwis and JoHN 1959). 
However, the chromosome ends are often more deeply stained than the 
body of the chromosome and, where there are a large number of small 
nucleoli, these are commonly associated with the chromosome ends. Two 
ore more chromosomes may even be associated via a common nucleolus. 
This may well be the basis for the non-uniform distribution of the chro- 
mosomes on the spindle that is sometimes observed (compare with non- 
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chiasmate scx-chromosomes mechanisms JoHN and Lewis 1961). In- 
deed, in some of the pollen grains of the hybrid this non-uniformity 
amounts to a close and complete secondary association (in a haploid 
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. Figs. 10—13. Spontaneous anomalies in EZ. p. microcarpa (2n =16), all x 1250. 10: PGM-1 

with achromatic ‘‘gaps’”’. 11: PGM-I with 9 chromosomes, in which the upper-most of 

the three basal nuclei contains only 7 chromosomes. 12 and 13: Failure of pre-PGM-I 
differentiation 


12 13 


nucleus) which sometimes involves chromosomes of different size 
(Figs. 20 and 21). 

The relative lengths of the chromosomes in the two subspecies does 
not suggest any obvious relationship which might help to elucidate 
the origin of the two types. 
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b) E. palustris microcarpa. Of the 10 inflorescences examined, 
8 were normal (Fig. 1) except for the occurrence of a very few cells 
with nine chromosomes at PGM I (Fig. 11). The other two inflorescences 





Figs. 14—17. Spontaneous anomalies in EZ. p. vulgaris (2n=39, all x 1250). 14: PGM-I 

with 18 chromosomes. 15: anaphase of PGM-I with lagging chromosomes. 16: Failure of 

PGM-I. 17: Polarised non-disjunction at anaphase of PGM-I. Note numerous small 
persistent nucleoli in 16 (arrows) 

showed a common abnormality in over 40% of the cells (Table 3). In 

these cells the differentiation which normally precedes PGMI has 


failed. Either two (Fig. 12) or less often three (Fig. 13) of the meiotic 
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Table 3. Failure of pre-PGM-I differentiation in 2 individuals of E. palustris 
; microcar pa 
Stage Pre-PGM-I | PGM-I  |Post-PGM-I 
tboimosl Abnormal Normal ee 
n¢ oy ual! Unclassed analysed 
es 2:2 | 3:1 |] 1:3 | 8 | 9 | vN:aN:s 
12 16 7 17 44 92 4 : 2 272 
13 14 53 27 93 3 1 200 























products appeared, on morphological grounds, to be equally “favoured”. 
In most of these cells, all the nuclei were in the thin end of the wedge 
with the more favoured nuclei nearer the cell centre. Evidently, the 
gradient determining nuclear migration is present (compare Melichrus 
urceolatus, SMITH-WHITE 1959). 

These abnormal cells were found in anthers containing normal cells. 
Many of the latter were either in division or had completed pollen 
grain mitosis. Clearly, the abnormal cells are delayed and, in our 
experience, do not undergo mitosis. In a long war there is no victor. 
The variation within anthers 
is possibly environmental and 
cytoplasmic; that between in- 
dividuals may well be genetic. = yaa 

c) E. palustrisvulgaris. Of cells 
the 7 inflorescences, 6 were 
normal except for the occur- 366 
rence of occasional grains 
with 18 or 20 chromosomes (Fig. 14). StTRANDHEDE (1958) has also 
found instances of aneuploid grains both in E. p. vulgaris (n = 19—23) 
and in E. p. microcarpa (n =6—10). 

The remaining inflorescence was abnormal. The abnormality oc- 
curred at pollen grain mitosis and consisted in delayed or non-disjunc- 
tion of chromosomes (Figs. 15—17). About 8% of the cells showed this 
anomaly and usually only one or a few chromosomes were involved. 
But; occasionally, so many chromosomes were affected that restitution 
probably resulted (Fig. 16). 

The abnormal cells could be divided into three types depending on 
whether the lagging chromosomes were: 


Table 4. Abnormal disjunction at PGM-I in 
an individual of E. palustris vulgaris 





Cells with laggards at Total 
cells 
Veg. pole | VP:GP |Gen. Polejanalysed 

















1 23 10 400 


1. Equidistant from the two anaphase groups. 

2. Nearer the vegetative pole, or 

3. Nearer the generative pole. 

The number of abnormal cells was small but there appears to be 
preferential non-disjunction to the nucleus with a future in heredity 


(Table 4). 
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Figs. 18—21. Anomalous chromosome behaviour in the putative hybrid (all x 1250). 

18: Failure of MII. 19: Presence of a minute fragment (n=15+f). 20: Non-uniform 

distribution of chromosomes (n = 14). 21: Complete secondary association of chromosomes 
at PGM-I (n=14) 


d) The putative hybrid. In addition to the range of numbers at 
PGM I (Table 1), two other anomalies were observed: 

1. The occurrence of dumb-bell shaped nuclei indicative of a failure 
of the second division of meiosis (Fig. 18). 
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2. The presence of one or two small fragments (Fig. 19). These 
also may be the result of a meiotic abnormality, for example, inversion 
loop crossing-over. 

The pollen grains of E. p. vulgaris are larger than those of E. p. 
microcarpa (compare also Figs. 1k—o with le and li, STRANDHEDE 
1958). The putative hybrid has grains which appear to be of intermediate 
size. Only one seed was obtained from the three inflorescences which 
were allowed to develop on the hybrid plants now in culture: it did 
not germinate. This contrasts with the situation in vulgaris x uniglumis 
hybrids where SrRANDHEDE (1958) obtained a high seed set and SAUNTE 
(1957) also reported a high seed fertility. The very low seed fertility 
in our hybrid material is probably due to the fact that it was removed 
from contact with the parental types which presumably supply the 
pollen necessary for higher seed set. In other words, our hybrid was 
selfed while those of SAaunrTE and STRANDHEDE were back-crossed. 

In the addendum to his paper STRANDHEDE reports chromosome 
counts which suggest to us that vulgaris x microcarpa hybrids occur in 
his Scandinavian material also. 

It would appear that the seven inflorescences described in Table 2 
are also of hybrid origin. They are hardly F, hybrids; they may be back- 
cross derivatives or else be the products of hybridization involving 
E. uniglumis which also occurs in Port Meadow. A third possibility 
is that they are plants of EZ. p. vulgaris with an abnormal meiosis 


D. Discussion 
I. The Hybrid and the Habitat 

There would appear to be two main factors which determine both 
the incidence of the putative hybrids and the fertility-affecting abnor- 
malities found in the parental types. These are the biology of the species 
and, to be ungrammatical, the almost unique character of the habitat. 

Port Meadow occupies an area of 400 acres and is common land to 
the freemen of Oxford. In his description of the area BAKER (1937) 
points out that the meadow is mentioned in the Doomsday Book (A.D. 
1085)—‘‘All the Burgessess of Oxford have in common without a wall 
a pasture” and adds that in an inquisition in the 14th Century it was 
stated that Oxford had the meadow ‘“‘from time whereof the memory 
of man is not to the contrary”’. 

Thus, for centuries, this ancient meadow has been treated solely 
as pasture except during the period of the Civil War (1643—1645) 
when it was mown for the use of the King’s Cavalry who were in 
possession of the City. 

An effect of grazing is to remove flowering heads. And cattle are 
an indiscriminating selection pressure in that they do not distinguish 
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between fertile and sterile plants. Thus, all, or nearly all. that matters 
is vegetative vigour. Indeed, plants which do not expend food reserves 
on seed production may even be at an advantage under these conditions. 

Watters (1949) says that “the success with which newly dug ponds 
and ditches are colonised by Eleocharis suggests that fruit dispersal is 
very efficient’? but that ‘‘observation of many natural populations 
suggests that over a considerable area (a single pond, ditch or damp 
area in grazed pasture) the plants have originated vegetatively from a 
single individual”’. 

Since the hybrid has not been reported previously and in view of 
the failure of artificial crossing reported by WaLtTeERS (1949) it may 
well be that the putative inter-sub-specific hybrid material does re- 
present a single individual. 

If the above arguments hold for Eleocharis they should apply also 
to other species in the meadow with a means of asexual reproduction. 
In fact BRADSHAW (1958) has described hybrids and hybrid derivatives 
from Agrostis tenuis and Agrostis stolonifera in this meadow. Indeed, 
in one part of the meadow, the hybrid types occur to the exclusion of 
the parental species. In Agrostis, the hybrid material is not of one kind 
but the species in this genus differ from the sub-species of Eleocharis 


palustris in that they cross easily. 


II. Isolating Mechanisms 

There may be a less obvious connection between the habitat and 
the hybrid. Clearly, we cannot say whether the hybrid was produced 
by crossing in the meadow or whether the seed arrived from elsewhere. 
But the peculiar nature of the meadow may account for the occurrence 
of hybridisation as well as the survival of the hybrid. 

External, spatial or temporal, isolating mechanisms act by preventing 
mating. Where barriers of this kind obtain initially any genetic barriers 
which arise subsequently are secondary and incidental in that they 
have never been subjected to selection as isolating mechanisms. 

Internal, genetic mechanisms also may act by preventing mating 
especially in animals with mating discrimination. Where genetic iso- 
lation does act in this way and where it is not the incidental outcome 
of external isolation, it is probable that it is derived from an initial 
isolating mechanism acting later and affecting either hybrid viability, 
which will depend on the environment, or its fertility. 

Now, especially in wind pollinated plants with overlapping distri- 
butions and breeding seasons, cross-pollination can hardly be prevented. 
Thus whether an isolating mechanism acting earlier i.e. pollination and 
fertilisation, will replace one acting after fertilisation will depend not 
only on the capacity of the hybrid but on the effective egg output of 
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the lines which cross compared with those which do not. And selection 
is important at two stages: to initiate the mechanism of isolation and 
to maintain it. 

If then, in Port Meadow, sexual fertility is not at a premium not only 
will selection for sexual fertility be relaxed but so also will selection 
for the maintenance of a previously evolved isolating mechanism. We 
offer this suggestion in view of the report (WALTERS 1949) that attempts 
at artificial crossing of the sub-species have been unsuccessful. 

Considering the case in its extreme, the genetic changes leading to 
breakdown will occur and accumulate largely in somatic systems. Errors 
in mitotic cycles are probably more common than might be expected. 
The processes of gene reproduction and segregation may be accurate 
but selection makes them appear even better than they are (DaRLING- 


TON 1956). 
III. Polarity 


Cytoplasmic gradients play a cardinal role during development and 
nowhere is this better illustrated or studied than in the formation of 
gametes and ganetophytes. Such studies have revealed gradients of 
two kinds which may operate under two different situations. 

The gradients may be physiological or mechanical. The former 
determine, and are revealed by, a difference in behaviour between the 
products of an essentially equational division e.g. the vegetative and 
generative nuclei of pollen grains (LA Cour 1949) and the distinction 
between definitive and polar nuclei in animal eggs. The latter determine 
the polarised movement of individual chromosomes, usually ones of a 
special kind e.g. B chromosomes in rye, maize and Trillium (Rutis- 
HAUSER 1960). 

These two kinds of gradient are independent, at least to some ex- 
tent, for the direction of the mechanical gradient can be reversed leaving 
the physiological gradient unaffected. This is shown by SEILER’s work 
on egg development in the psychid moth Talaeporia tubulosa under 
different conditions of temperature (see DARLINGTON and MaTHER 1952, 
p. 264). 

The relationships between these gradients and those revealed by the 
movement of whole nuclei is not clear. A mechanical gradient in the 
spindle effecting a polarised movement of certain chromosomes is easy 
to appreciate in general terms. But one determining the migration of 
nuclei is less easy to visualise and the two may not be related. 

The two situations under which gradients may operate are those 
where : 

1. Position over-rides genotype. The products of meiosis, are, in 
most cases, genetically different and during egg formation in animals, 
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embryo-sac formation in plants and pollen development in the Cyper- 
aceae, only one product has a future in heredity. In the vast majority 
of these cases it is the position of the nucleus that determines its future. 

2. Genotype over-rides position. This is known as the Renner effect 
and is found during embryo-sac formation in Oenothera. Here a more 
favoured genotype in a less favourable position can compete successfully 
against a less favoured genotype in a more favourable position (DarR- 
LINGTON and MATHER, p. 200). 

These two situations cannot be iui as qualitatively different. 
. As in most biological distinctions they doubtless represent the extremes 
of a series where intermediate types are, perhaps, uncommon (compare 
sex differences). Indeed, where the genetic differences between nuclei 
are determined by mechanical gradients which are in the same direction 
as the physiological gradients, one cannot decide the relative importance 
of position and genotype. This difficulty is encountered in studying 
the formation of the embryo-sac in Rosa canina. 

Leucopogon juniperinum is a member of the Hpacridaceae with a 
pollen development similar to that in the Cyperaceae in that it involves 
nuclear thigration and the death of three meiotic products (SMITH- 
Wuite 1955). It is a true breeding triploid with four bivalents and four 
univalents at meiosis. An eight-to-four segregation at first anaphase 
occurs in about half the pollen mother cells and about 50% good pollen 
is produced. Unfortunately, there is no visible difference between the 
“ends” of the mother cell as there is in the Cyperaceae. It may be 
therefore that the physiological and mechanical gradients coincide in 
half the cases or the two may be independent. In the latter event a 
novel example of the Renner effect would obtain—one where the favoured 
nucleus competes successfully for the favourable position. 


Summary 


1. Twenty-nine inflorescences from plants of Eleocharis palustris in 
a small area of Port Meadow, Oxford, were found to include four types. 
Two of these were the recognised sub-species LH. p. vulgaris (2n = 38) 
and E. p. microcarpa (2n = 16). 

2. The former was represented by seven inflorescences one of which 
was abnormal showing delayed or non-disjunction of the chromosomes 
at PGM I in approximately 8% of the cells. 

3. The latter was represented by ten inflorescence two of which 
- were abnormal showing a failure in 40% of the cells of the nuclear 
differentiation which normally precedes PGM. 

4. In four of the other inflorescences the chromosome number at 
PGMI ranged from 11 to 18 with a modal value of 14. Plants with 
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2n = 27 chromosomes in the root tips have also been found. We consider 
these to be F, hybrids between the two subspecies. 

5. In the remaining seven inflorescences, the chromosome number 
at PGMI ranged from 16 to 21 with a modal value of 18/19. These 
may be plants of £. p. vulgaris with an abnormal meiosis or hybrid 
derivatives. 

6. The survival of the hybrid material in this population is attributed 
to the fact that sexual fertility is not at a premium. The meadow has 
been subjected to continuous grazing for centuries and under these 
curcumstances survival depends on vegetative vigour and propagation. 
Presumably the presence of fertility-affecting abnormalities in the 
parental types can be explained on the same basis as indeed, may the 
occurrence of hybridisation. 

7. Numerical chromosome variation in the genus appears to be due 
to a variety of causes. 

a) Aneuploidy. 

«) Non-disjunction at meiosis (especially in hybrids or hybrid deri- 
vatives) or at pollen grain mitosis. 

f) Fragmentation, perhaps following inversion loop crossing over 
in structural hybrids—a source of variation which is excluded in most 
groups by the localisation of centromeres. 

b) Polyploidy. 

a) Restitution at meiosis (diploid self-fertilisation). 

6) Restitution at pollen grain mitosis (formation of isasbneapcias 

diploid gametes). 
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CYTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN AN ARTEN 
UND ARTBASTARDEN VON AQUILEGIA* 

I. STRUKTUR UND POLYMORPHISMUS DER NUKLEOLEN- 
CHROMOSOMEN, QUADRIVALENTE UND B-CHROMOSOMEN 
Von 
GERTRUD LINNERT 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 27. April 1961) 


A. Einleitung 

Die Gattung Aquilegia wurde wegen ihrer niedrigen Chromosomen- 
zahl und wegen der partiell heterochromatischen Natur ihrer Chromo- 
somen ausgewahlt, um Fragen der Chromosomenstruktur und des 
Heterochromatins zu bearbeiten. Dabei stellte sich heraus, daB dieser 
Formenkreis noch weitere cytologische Probleme enthalt und zugleich 
besonders gut fiir deren Untersuchung geeignet ist. Wahrend man sonst 
im Pachytaén nur wenige Zellen qualitativ untersuchen kann oder sich 
fiir quantitative Untersuchungen auf einzelne Chromosomenpaare be- 
schranken muB, die zufallig aus dem allgemeinen Knéuel herausragen 
(Lima-DE-Faria 1952, GottscHAaLK 1957), gelingt es bei Aquilegia mit 
einiger Geduld, eine gréBere Anzahl von Zellen auszuwerten, in denen 
simtliche Chromosomen voneinander getrennt und in einer Ebene liegen. 
Gegeniiber Salvia, die diese Eigenschaften ebenfalls besitzt (LINNERT 
1955), haben die Aguilegia-Arten auBerdem den Vorteil, sich leicht 
kreuzen zu lassen. Sc sind sie ein ideales Objekt fiir genetisch-cyto- 
logische Untersuchungen. 

Bisher konnte die Haufigkeit des Partnerwechselns bei Tetrasomen 
oder Tetraploiden quantitativ nur in der Diakinese oder Metaphase 
untersucht werden, also in Stadien, in denen sich die Chromosomen- 
paarung nur aus der Chiasmabildung erschlieBen 14Bt (LINNERT 1948). 
Auch Agquilegia bildet Quadrivalente, deren Haufigkeit zum ersten Mal 
im Pachytin bestimmt werden konnte, also unabhangig von der Chiasma- 
bildung. Dabei zeigten sich Unterschiede zwischen verschiedenen Pflan- 
zen, die einen Regulationsmechanismus vermuten lassen. Zusammen 
mit der Struktur und dem Polymorphismus der Nukleolenchromosomen 
deuten die Quadrivalente auf eine niedrigere Grundzahl des Aquilegia- 
Genoms hin. 


* Herrn Prof. Dr. FrrepRIcH OEFHLKERS zum 70. Geburtstag gewidmet. 
Chromosoma (Berl.), Bd. 12 30 
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B. Material und Methode 


Die Elternformen: A. vulgaris, A.,,glandulosa“‘ (vulgaris?), A. canadensis, 
A. buergeriana, A. longissima und A. calcarata stammen aus verschiedenen Garten, 
waren also wahrscheinlich jahrelang durch unkontrollierte Bestaubungen vermehrt 
worden. So war schon die F, ziemlich uneinheitlich und lieB auf einen Bastard- 
Charakter der Eltern schlieBen. Die Bezeichnugen sind also Arbeitsnamen. A. ,,glan- 
dulosa‘* enthalt wahrscheinlich vulgaris-Bestandteile; A. canadensis war dagegen 
einheitlich, wie auch A. longissima, die gelbbliitig ist, einen langen Sporn besitzt 
und also in die Chrysantha-Gruppe gehért. Da es mir lediglich darauf ankam, ein 
méglichst heterogenes Material auf seine Variabilitat hin zu untersuchen, lieB ich 
es bei den Namen, unter denen ich das Saatgut bekommen habe. Die Einzel- 
pflanzen wurden jedoch immer getrennt fixiert und untersucht. 


C. Experimenteller Teil 
I. Die Heterochromatie der Nukleolenchromosomen 


Die Chromosomenzahl aller untersuchten Arten ist n—7. In den 
Mitosen der WSP zahlt man jedoch immer 16 Korper, weil das Nukleolen- 





Abb. 1 


Abb. 1. Endomitose im .Tapetum von A. glandulosa. Die Nukleolenchromosomen sind 
extrem groB.und in zwei durch den Nukleolus getrennte Teile geteilt. Jedes Chromosom 
besteht aus vier Strangen. VergréSerung aller Photographien: 2800 x 


Abb. 2. Diakinese von A. glandulosa. Das Bivalent der Nukleolenchromosomen 
ist auffallend groB und heterochromatisch 


chromosom aus zwei machtigen heterochromatischen Blécken besteht, 
zwischen denen ein mehr oder weniger ausgezogener, unsichtbarer Ab- 
schnitt liegt. Die Abb. 1 einer Tapetum-Zelle zeigt das ebenfalls sehr 
deutlich; hier sind die beiden Chromosomenhalften durch den Nukleolus 
voneinander getrennt. 

Es sei nebenbei bemerkt, daB8 im Tapetum wahrend des friihen Pachytins der 
PMZ eine Endomitose — deren Chromosomen vier Strange erkennen lassen 
und die also ,,tetraploid“ is 

Die Masse der aaa OO betragt weit mehr als das 
Doppelte eines normalen Chromosoms. Auch in der Diakinese (Abb. 2) 
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ist das Bivalent der Nukleolenchromosomen von auffallender GréBe; 
in diesem Stadium stoBen die beiden Schenkel aber direkt aneinander 
ohne Zwischenfaden. Im Pachytan sind die normalen Chromosomen +- 
metazentrisch; zu beiden Seiten der Centromere liegen heterochroma- 
tische Abschnitte, die gegliedert sind, distalwarts allmahlich kiirzer und 
diinner werden und ohne scharfe Grenze in das ,,Euchromatin“ iiber- 
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Abb. 3b Abb. 4b Abb. 5b 
Abb. 3. a Normales Nukleolenchromosom im Pachytén von A. buergeriana. GroBer 
Heterochromatinblock dem Nukleolus anliegend, kleinere Blécke iiber die Schenkel ver- 
teilt. b Schema dazu. Durch Pfeile sind auf beiden Schenkeln die Stellen bezeichnet, die 
als Centromere gedeutet werden kénnen 
Abb. 4. a Schleifenbildung infolge einer Stiickverlagerung bei 4. glandul b Sch dazu 
Abb. 5. a Komplizierte Schleifen im Nukleolusbivalent von A. longissima x A. glandulosa. 
b Schema dazu 





gehen. Das Nukleolenchromosom (Abb. 3) iibertrifft an Dicke und Farb- 
barkeit alle iibrigen Chromosomen, es entspricht in der Struktur der 
Schenkel etwa der proximalen Region normaler Chromosomen. Ein 
besonders dicker, oft sogar kugelférmiger K6érper liegt dem Nukleolus 
an. Auch er ist in mindestens drei Blécke gegliedert und verliert auf- 
fallend an Volumen, wenn er gelegentlich vom Nukleolus abgetrennt 
ist. Zwischen den heterochromatischen Teilen liegen feinere, wahrschein- 
lich euchromatische Segmente, denn die Chiasmabildung ist normal. 
Soweit man das bei der Kleinheit der Chromosomen beurteilen kann, 
sind in der Diakinese meistens zwei terminalisierte Chiasmen vorhanden. 


Die GréBe und Zahl der heterochromatischen Chromosomensegmente sind 
zwar im Prinzip konstant, in den Quetschpraparaten jedoch in gewissem Umfang 
30* 
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variabel. Durch unterschiedliche Spiralisation oder Dehnung kénnen, je nachdem, 
manchmal mehrere Blécke sich zu einem vereinigen, manchmal werden die euchro- 
matischen Segmente linger gestreckt, wobei dann auch die kurzen heterochromati- 
schen linger und blasser werden kénnen. Mi8t man die Chromosomen aus und 
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Abb. 6. a Schema von normalen Nukleolenchromosomen aus einem Priaparat von 4. 
buergeriana X A. canadenisis. b Schema von Nukleolenchromosomen, die durch Duplikation 
verlingert sind, aus einem Priparat einer strukturhomozygoten A. glandulosa x A. calcarata 


zeichnet ihre Strukturen in einer geraden Linie auf (Kinzelheiten der Methode 
finden sich im IT. Teil dieser Serie), und versucht man, die einander entsprechenden 
Strukturen der Chromosomen verschiedener Zellen aufzufinden, dann iaBt sich 
die Variabilitat gut demonstrieren (Abb. 6a). Bei den Nukleolenchromosomen war 
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es schwierig zu entscheiden, welches der rechte und welches der linke Schenkel 
ist. Zwar war meistens ein Schenkel kiirzer und dunkler als der andere, aber die 
Zahl und GréBe der Makrochromomeren stimmte auf beiden Seiten ziemlich gut 
tiberein. Auf beiden Seiten liegen zwei gleich groBe Makrochromeren, zwischen 
denen man ein Centromer vermuten kénnte. Es ist also durchaus méglich, daB die 
Langenunterschiede der Schenkel allein auf unterschiedlicher Dehnung beruhen, 
die zufallig den einen oder den anderen starker erfassen kann. Wie spater zu zeigen 
sein wird, ist es nicht unwahrscheinlich, daB beide Schenkel einander homolog 
sind. Unpaar ist lediglich der groBe Heterochromatinblock, der den Nukleolus- 
organisator enthalten diirfte. 





Abb. 7. Zelle von A. canadensis mit einem Quadrivalent 


II. Der Polymorphismus der Nukleolenchromosomen 

Bei manchen Pflanzen bildet das N-Bivalent Schleifen und fold 
backs, die auf einen Strukturpolymorphismus schlieBen lassen. Es 
scheinen mehrere solcher Umbauten vorhanden zu sein. So zeigt 
Pflanze Nr. 15/16 (A. buergeriana x canadensis) eine Schleife in der 
Region des Nukleolusorganisators, die das Aussehen einer Inversions- 
schleife zeigt. Wegen der starken Verquellung dieser Region ist das 
jedoch nicht ganz eindeutig zu erkennen. Die einzige untersuchte 
Pflanze der A. glandulosa zeigt, ebenfalls in der Organisator-Region, 
zwei kurze fold backs. Hier ist offenbar ein kiirzeres Chromosomenstiick 
an eine andere Stelle verlagert worden, es ist also ein shift, bei dem sich 
die jeweils unpaaren Abschnitte in sich falten (Abb. 4). In zwei von 
fiinf untersuchten Zellen dieser Pflanze waren keine Schleifen vorhanden. 
Dafiir diirfte die Fahigkeit des Heterochromatins zu unspezifischen 
Paaren verantwortlich sein. Die Pflanze Nr. 10/1 (A. longissima x glan- 
dulosa) besitzt regelmaBig zwei fold backs, die fast ebenso lang sind wie 
die normal gepaarten Schenkel und die in sich noch einmal Schleifen 
bilden kénnen (Abb. 5). Diese Figuren sind nicht ganz einfach zu ver- 
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stehen, vor allem deshalb, weil man wegen der starken Heterochromatie 
nicht unterscheiden kann, ob es sich um Paarung zwischen homologen 
oder nichthomologen Abschnitten handelt. Es ist sicher, da nur einer 
der beiden Zweige den Nukleolusorganisator enthalt, denn dieser findet 
sich immer an der gleichen Stelle. Wenn es sich um ein shift handelte, 

wiirde. das _bedeuten. 























Tabelle. Die Haufigkeit der Quadrivalente daB das eine der Chro- 
Vers.-Nr.| 2,mit | ohne « P mosomen keinen N-Or- 
ganisator besitzt. Da 
alle vier Zweige dieses 

i. 044 ” Nukleolus-Bivalentes 
pis - ™ A . 17 es eal zusammen langer sind 
10/1 | 3 10 13 — als die normalen N-Bi- 
— 1,85 11,15 |. valente anderer Pflan- 
ins : ; 14/5:15/172 zen, ist eher anzuneh- 
erw. 1,0 6,0 P,=P,<0,04 men, da8 eine Duplika- 
Ps “f aa 9 tion im Spiel ist, die 
‘ f : auBerdem noch von 
2/4 3 15 is einem zweiten Umbau, 
128 “_ _ . vielleicht auch im Part- 
21/1 3 17 20 nerchromosom, begleitet 
21/3 0 7 7 wird. Aus den _ beob- 
. : : : achteten Strukturhete- 
15/3 3 20 23 rozygoten ist zu schlie- 
15/13 | 0 5 5 Ben, daB es mindestens 
B17 : * 2 15/17:total® vier verschiedene Nukle- 
erw. 2,56 15,44 P<0,001 olenchromosomen gibt: 
929/94, 3 . 1. das normale Chromo- 
Total | 29 We 304 som, 2. ein Chromosom 
mit einer einfachen In- 


1 Die Wahrscheinlichkeit P wurde auf Grund des : : 
Feblers des Binoms (29/204 + 175/204)" errechnet,  V°F!0n, 3. ein Chromo- 


2 Nach dem Binom (0,2 -+0,8)". som mit Stiickverlage- 


rung (shift) und 4. ein 
Chromosom mit einer groBen Duplikation, die méglicherweise mit 
einem zweiten Umbau an einer anderen Stelle verbunden ist. 

Die Homozygoten der strukturell abgeanderten Nukleolenchromo- 
somen, die nur Inversionen und Verlagerungen enthalten, sind schwer 
nachzuweisen. Eine Duplikationshomozygote wurde jedoch gefunden. 
Es handelt sich um die Pflanze Nr. 21/1 (A. glandulosa x calcarata). Wie 
Abb. 6b zeigt, ist der eine Schenkel dieses Paares deutlich linger als 
der andere und enthalt mehr kleine Heteromeren. Die normalerweise 
fast immer sichtbaren beiden groBen Heterochromomeren fehlen dagegen 
auf diesem Schenkel. Der andere Arm ist normal strukturiert. 
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III. Die Héufigkeit der Quadrivalente 


In einem Teil der Zellen findet sich eine kreuzf6rmige Paarungsfigur 
(Abb. 7), die als Quadrivalent gedeutet werden mu; handelte es sich 
um die Paarungsfigur einer Translokationsheterozygoten, dann ware die 
Kreuzpaarung obligatorisch und miiBte in allen Zellen einer Pflanze 
gefunden werden. Bei Tetrasomie kénnen jedoch die vier homologen 
Chromosomen fakultativ zwei Bivalente oder ein Quadrivalent bilden. 

Von 204 insgesamt untersuchten Zellen enthielten nur 29, das ist 
ungefahr 4/,, ein Quadrivalent. Da auch bei den Artbastarden die 
Chromosomenpaarung vollstandig ist, ist 
anzunehmen, da ~ alle untersuchten 
Genome homolog sind. Dann muB also 
jede Pflanze mindestens eine Vierergruppe 
homologer Chromosomen enthalten, die 
prinzipiell immer die gleiche Chance 
haben, ein Quadrivalent zu bilden. Den- 
noch ist die Haufigkeit der Quadrivalente 
von Pflanze zu Pflanze verschieden, wie 
die Tabelle zeigt. Sie schwankt zwischen 
0 und 7/18. 17 Pflanzen lassen keine Ab- 
weichung vom Durchschnitt erkennen. 
Testet man aber die beiden extremen 
Pflanzen gegen die Gesamthaufigkeit der 
Quadrivalente von 29/204, dann ergibt T audhetsehes Cetaieemn ta 
sich aus dem Binom (29/204 + 175/204)!” A. longissima x A. glandulosa 
im ersten Fall ein P>0,1; im zweiten 
Fall ist der Exponent = 18 und P< 0,001. Beide Pflanzen miteinander 
verglichen ergeben P-Werte, die kleiner sind als 0,04. Es ist also unwahr- 
scheinlich, daB die Abweichungen zufallig sind, und somit ist anzu- 
nehmen, da die Haufigkeit des Partnerwechselns durch die Pflanzen 
kontrolliert wird. 





IV. Kleine akzessorische Chromosomen 

In manchen Zellen der Pflanzen Nr. 10/1, 15/3, 15/16 und 15/17 
wurden kleine, tiberzihlige Korper gefunden, die wie sehr kleine Chromo- 
somen aussehen und nur aus dem Centromer und winzigen hetero- 
chromatischen Schenkeln bestehen (Abb. 8). Es diirfte sich dabei um 
kleine akzessorische Chromosomen handeln, die in Wirklichkeit wahr- 
scheinlich noch 6fter vorkommen als angegeben; sie sind aber nur unter 
besonders giinstigen Umstainden zu erkennen, weil sie wegen ihrer 
Kleinheit leicht von den anderen Chromosomen verdeckt oder durch Ver- 
formung unkenntlich werden kénnen. Noch schwieriger, wenn nicht 
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unmoglich, diirfte es sein, sie in somatischen Zellen zu entdecken. Etwas 
Ahnliches scheint Lima-pE-Far1a beim Roggen gefunden zu haben 
(Lima-DE-Faria 1954). 

D. Diskussion 

Das Auftreten eines Quadrivalents in einem Teil der Zellen deutet 
an, daB im Aquilegia-Genom mindestens ein Chromosomenpaar doppelt 
vorhanden sein muB. Es ist aber auch die Frage zu prifen, ob das 
Genom der heute bestehenden Formen nicht durch Verdoppelung eines 
urspriinglichen Genoms mit der Grundzahl x = 4 entstanden sein kénnte 
und nach dem Verlust eines Chromosoms noch drei homologe Paare 
enthalt. In der Tat finden sich mehrere Anhaltspunkte fiir diese An- 
nahme. Auer der Quadrivalentbildung ist eine auffallende Ahnlichkeit 
zwischen je zwei Bivalenten zu konstatieren, wie in der folgenden Arbeit 
gezeigt werden soll. Leider lassen sich die einzelnen Chromosomen nicht 
so genau unterscheiden, dai man etwas dariiber aussagen kénnte, ob 
die Quadrivalentbildung immer dieselben Chromosomen umfa8t oder 
ob alle paarig vorhandenen Bivalente auch Quadrivalente bilden konnen. 
Mit scheint es zwar, als ob vorzugsweise die Paare 4 und 5 vorzugsweise 
untereinander Partner wechselten, die Méglichkeit eines Irrtums kann je- 
doch nicht ausgeschlossen werden. Wenn alle drei morphologisch gleichen 
Paare abwechselnd als Quadrivalent erschienen, dann sollte die Partner- 
wechselfrequenz im ganzen hoher sein, und es miiBten gelegentlich auch 
zwei oder drei Quadrivalente in einer Zelle zugleich auftreten. Das ist 
jedoch nicht der Fall, es wurde immer nur ein einziges Quadrivalent 
gefunden. 

Sollte es zutreffen, daB das Genom von Aquilegia aus drei Vierer- 
gruppen homologer Chromosomen besteht, von denen aber nur eine zur 
Quadrivalentbildung befahigt ist, dann ware zu tiberlegen, welche 
Mechanismen dabei wirksam sein kénnten, um den Partnerwechsel zu 
verhindern. Daf irgendeine Hemmung bestehen muB, ergibt sich auch 
aus der Tatsache, da einzelne Pflanzen eine hohe Partnerwechsel- 
frequenz haben, wahrend bei anderen tiberhaupt keine Quadrivalente be- 
obachtet wurden. Derartige Mechanismen sind bei natiirlichen Poly- 
ploiden vielfach beobachtet und diskutiert worden (vgl. LINNERT 1948 
und 1949), aber nur in einem Fall konnte eine genetische Ursache fiir 
ein solches Verhalten nachgewiesen werden, und zwar beim Weizen. 


Im normalen aestivum-Weizen wird die Multivalentbildung zwischen den 
Chromosomen der drei homéologen Genome durch Faktoren verhindert, die auf 
dem Chromosom V lokalisiert sein miissen. In Nullisomen, denen das Chromosom V 
fehlt, ist diese Hemmung aufgehoben, und Multivalente treten auf (SEARS und 
OKAMOTO 1958). 

Eine genetisch bedingte Hemmung des Partnerwechsels ist auch bei 
Aquilegia in Betracht zu ziehen, denn Homologieverlust scheidet als 


— 


—— 
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Ursache aus, und auch iiber die Chiasmabildung wirkende Einfliisse 
kommen nicht in Frage, da die Erscheinung im Pachytan. vor dem Auf- 
treten der Chiasmen, beobachtet worden ist. Eine bisher noch nicht 
diskutierte Moéglichkeit ist folgende: Ein Partnerwechsel ist immer nur 
dann méglich, wenn die Paarung der Chromosomen an mindestens zwei 
verschiedenen, voneinander unabhangigen Punkten zugleich beginnt. So 
kann sich beispielsweise an einem Punkt das erste Chromosom mit dem 
zweiten paaren, wihrend an einer anderen Stelle die Paarung desselben 
Chromosoms mit dem dritten beginnt. Von beiden Punkten ausgehend, 
setzt sich die Paarung entlang der Faden fort, und wenn alle Arme 
zusammentreffen, entsteht ein Kreuz. Wenn aber die Chromosomen- 
paarung immer an einem Punkt beginnt, beispielsweise dem ‘ entromer, 
und von diesem ausgehend nach beiden Richtungen fortschreitet, dann 
ist kein Partnerwechsel méglich, auch wenn alle vier Chromosomen 
homolog und vertauschbar sind. Erbanlagen, die einen EinfluB auf den 
Beginn der Paarung oder auf die Paarungsaktivitat bestimmter Chromo- 
somenregionen haben, kénnen sich demnach auch auf den Partnerwechsel 
und damit auf die Entstehung von Multivalenten auswirken. 

Eine derartige Steuerung k6énnte sich auf alle Chromosomen gleich- 
maBig erstrecken, aber es ist auch denkbar, daB die spezifische Struktur 
einzelner Chromosomen entscheidend ist. Man k6énnte sich vorstellen, 
daB es Chromosomen mit einem und solche mit zwei oder mehr paarungs- 
aktiven Zentren gibt; diese werden zur Multivalentbildung neigen, jene 
dagegen nicht. So braucht das Auftreten eines einzelnen Quadrivalents 
in den Zellen von Aquilegia kein Beweis dafiir zu sein, daB nur eine 
einzige Vierergruppe homologer Chromosomen existiert. Es ist durchaus 
moglich, daB drei solcher Vierergruppen vorhanden sind, von denen 
aber nur eine zum Partnerwechseln befahigt ist. Die Unterschiede 
zwischen den PflanZen lassen sich nur durch ein System erklaren, das 
genetisch oder physiologisch die Paarungsaktivitaét der Chromosomen 
kontrolliert und dessen Bedingungen von Pflanze zu Pflanze verschieden 
sind. 

Im Genom von Agquilegia ist nur das Nukleolenchromosom einfach 
vorhanden, aber dieses Chromosom zeigt einige Besonderheiten: Seine 
auffallend starke Heterochromatie diirfte nur zum Teil mit der Bildung 
des Nukleolus zusammenhangen, und der symmetrische Bau seiner beiden 
Schenkel, die beide centromerahnliche Strukturen enthalten, legt die 
Frage nahe, ob dieses Chromosom nicht durch Verschmelzung von zwei 
heterobrachialen Chromosomen entstanden sein kénnte, ahnlich wie 
etwa ein attached-X-Chromosom. Damit hatte sich zugleich eine Er- 
klarung fiir seinen Strukturpolymorphismus gefunden. 


Wenn niamlich die beiden Schenkel des Nukleolenchromosoms homolog waren, 
das Mittelstiick zwischen ihnen aber einfach, dann kénnten Strukturmutationen 
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immer wieder dadurch neu entstehen, daB sich der rechte und der linke Schenkel 
wechselweise paaren. Dadurch muB sich das dazwischenliegende unpaare Segment 
zuweilen wie eine Inversion verhalten, oder es wird zu nichthomologer Paarung 
gezwungen. Durch fehlerhafte Chiasmabildung im Gefolge dieses Verhaltens wird 
die Neuentstehung von Chromosomenumbauten erleichtert. Die gelegentlich beob- 
achtete Inversionsschleife im Bereich des Nukleolusorganisators kénnte also auch 
eine Folge der besonderen Struktur dieses Chromosoms sein. Damit entfiele dann 
eine der Strukturmodifikationen. 

Diese Auffassung von der Natur des Aquilegia-Genoms ist zwar stark 
hypothetisch, aber nicht unwahrscheinlich. Von vielen Gattungen 
hdherer Pflanzen, auch solchen mit relativ kleiner Chromosomenzahl, 
vermutet man, da die Basiszahl niedriger ist als die kleinste bekannte 
haploide Chromosomenzahl. Ernst (1938, 1940) nimmt z.B. auf Grund 
der Pachytanstruktur an, daB die Basiszahl von Antirrhinum nicht acht, 
sondern vier sei. Die Befunde von RiEGER (1957), der bei haploidem 
Antirrhinum haufig vier vollsténdig gepaarte Pachytanbivalente ge- 
funden hat, bestatigen im Grunde die Hypothese von Ernst, wenn 
auch der jiingere Autor eher nichthomologes Paaren annehmen méchte. 
Chromosomenpaarung bei haploiden Pflanzen ist é6fter zum AnlaB ge- 
nommen worden, eine niedrigere Basiszahl anzunehmen, doch ist es 
immer fraglich, ob wirklich Homologie vorliegt oder ob sich in Ermange- 
lung homologer Partner auch nichthomologe Chromosomen paaren 
kénnen. Im Falle der diploiden Aquilegien besteht jedenfalls kein 
Zweifel, da Homologiebeziehungen innerhalb eines Genoms bestehen 
und daB also die Grundzahl x kleiner sein muB als die haploide Chromo- 
somenzahl, weil die Fahigkeit zur Quadrivalentbildung wenigstens teil- 
weise erhalten geblieben ist. Es ware interessant, einmal eine haploide 
' Akelei beobachten zu kénnen; damit lieBe sich vielleicht weitere Auf- 
klarung tiber die Entstehungsgeschichte der Gattung Aquilegia erlangen. 


Zusammenfassung 

Das Genom von Aquilegia besteht aus drei Paaren gleicher oder sehr 
aihnlicher Chromosomen, von denen mindestens eines fahig ist, Quadri- 
valente zu bilden. Deren Haufigkeit schwankt signifikant zwischen 
einzelnen Pflanzen. AuBer den bekannten Ursachen fiir eine Hemmung 
des Partnerwechselns bei natiirlichen Polyploiden wird eine neue zur 
Diskussion gestellt: Partnerwechsel ist nur dann méglich, wenn die 
Chromosomenpaarung an mehreren Stellen zugleich eingeleitet wird. Er 
k6énnte also voéllig unterdriickt werden durch einen Mechnismus, der 
bewirkt, daB die Paarung regelmaBig an einem einzigen paarungs- 
aktiven Punkt eingeleitet wird und sich von dort nach beiden Seiten 
hin fortsetzt. Dann ist auch bei volliger Homologie der Chromosomen 
kein Partnerwechsel méglich. Es wird diskutiert, ob ein solches Ver- 
halten genetisch gesteuert sein kénnte. 
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Das unpaare Nukleolenchromosom ist extrem heterochromatisch und 
zeigt Strukturpolymorphismus. Seine beiden Schenkel sind morpho- 
logisch einander ahnlich und méglicherweise homolog. Die daraus fol- 
genden Paarungskomplikationen kénnten die Ursache fiir den Struktur- 
polymorphismus sein. 

Sehr kleine akzessorische Chromosomen wurden gefunden, die nur 
aus einem Centromer mit winzigen heterochromatischen Schenkeln zu 
bestehen scheinen. 
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Introduction 

SNOWDEN (1935) erected the subsection Halepensia of the section 
Eu-sorghum to accommodate S. halepense Prrs., a perennial with 
well developed rhizomes, small seeds, deciduous sessile spikelets and a 
somatic chromosome number of 40. Subsequently this subsection has 
been enlarged by the addition of more species by SNOWDEN (1955), 
Paropi (1943) and RanDoLPH (1955). Among all the species included 
under Halepensia, S. propinquum, although resembling the other 
species as regards the morphological characters, stands out in having 
a chromosome number of 2n = 20. It has a unique distribution for the 
Eu-sorghums and appears to be isolated from the other wild species 
with 2n == 20. It is found in South East Asia and Pacific Islands and 
seems to be well adopted to moist habitats. Very little is, however. 
known regarding the cytology of this interesting species and therefore 
the present investigation was undertaken to compare the karyomorpho- 
logy of this species with those of other cultivated Eu-sorghums with 
20 somatic chromosomes. 


Material and Methods 


Seeds of S. propinguum (E. C. 13018) were obtained through the courtesy of the 
Rockefeller Foundation, Division of Botany, I.A.R.I., New Delhi. Simple Pro- 
piono-carmine technique (SWAMINATHAN et al. 1954; Macoon et al. 1958) was used 
for the study of meiotic chromosomes. The methods adopted for the analysis of the 
analysis of the pachytene chromosomes were the same as those described previously 
(Macoon and SHAMBULINGAPPA 1960). 


Results 
Prepachytene stages are not easily amenable for critical study. 
However, the observations made in several nuclei showed that pairing 
is initiated at the proximal end and proceeds towards the distal end and 
in late pachytene and early diplotene the split threads fall apart earlier 
in the distal segments as has been recorded for other Eu-sorghums of 
the subsection Arundinacea (MAGooN and SHAMBULINGAPPA 1960; 
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Fig. 1. Pachytene chromosomes of S. propinquum ( x 2400) 


Fig. 2. Diakinesis with 10,7 ( x 1250) 


Fig. 3—5. Anaphase I. showing single dicentric, double dicentric bridges with fragments 
and two lagging bivalents respectively ( x 1250) 
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Macoon et al. 1961). The centromere in all the 10 pachytene bivalents 
could also be easily distinguished as an oval, achromatic structure 
flanked by segments composed of deeply staining region followed by a 
lightly staining region (Fig. 1). 

The identification of each pachytene bivalent was made on the 
basis of (i) the relative length, (ii) position of centromere, (iii) the charac- 
teristic chromomeres, and (iv) deeply 
staining regions probably correspond- 
ing to heterochromatin. Based upon 
the average values obtained by accu- 


in several nuclei, where all the chromo- 


somes could be traced from one end to 
the other, the ten pachytene chromo- 


somes could be arranged in the order 
of decreasing length from I to X (Fig. 6). 
} Table 1. The average length and proportion 












































é | N of the pachytene complement 

| Chro- Length in u Tein. oe 

mo- : 1p tive Nae 
some | ‘sone | Sm’ | ienetn [length | "8° 
I | 40.0 | 28.8 | 68.8 | 100 | Tie 
II | 36.4 | 19.9 | 56.3 82 if) Re 
III | 30.3 | 22.7 | 53.0 77 TR RS 
IV | 27.5 | 19.3 | 46.8 63 1:1.4 
Vj 19.3 | 17.2 | 36.5 53 ie a 
VI | 28.2 6.2 | 34.4 50 1:4.5 
on. a VII | 18.6 | 13.8 | 324] 47 | 1:14 
Fig. 6. Idiogram of the pachytene vil 16.5 14.4 30.9 45 1:1.1 
chromosomes showing details of their Ix 15.1 12.4 27.5 40 1:1.3 
morphology (N Nucleolus organizer) x fF 43.1 11.7 | 24.8 36 1:1.1 


The results of the measurements are summarized in Table 1. Addi- 
tional diagnostic features of the 10 pachytene bivalents of S. propin- 
quum are presented briefly as follows: 

Chromosome I. The deeply staining region, twice as long on the long 
arm as on the short arm, ends abruptly on both the arms. 

Chromosome II. This chromosome can be distinguished from chro- 
mosome I on the basis of arm ratio, total length and the reversed distri- 
bution of deeply staining regions on the arms. 

Chromosome III. The deeply staining region on the short arm is 
slightly longer than that on the long arm and is followed by two 
chromomeres whereas on the long arm it ends abruptly. 


rate measurements of the chromosomes . 
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Chromosome IV. The deeply staining region on the long arm is 
slightly longer than that on the short arm. No chromomeres were 
found following the deeply staining region in either of the arms. 

Chromosome V. The deeply staining regions on both the arms are of 
almost equal length and end abruptly. 


Chromosome VI. The deeply staining region on the long arm is followed 
by one chromomere. Three-fourth of the short arm stains deeply and 
is followed by one or two chromomeres. 

Chromosome VII. The long arm has a shorter deeply staining region 
than the short arm. 


Chromosome VIII. The deeply staining region on both the arms are 
almost equal but that on the relatively longer arm has two chromomeres 
following it unlike that on the short arm where it ends abruptly. 


Chromosome IX. The deeply staining region is almost twice as long 
on the long arm as on the short arm. It is followed in the latter by one 
chromomere but ends abruptly in the former. 


Chromosome X. This is the nucleolar organizing chromosome. The 
nucleolus is formed on the short,arm very close to the centromere. While 
almost half of the long arm stains deeply, only a small portion of the 
short arm adjacent to the nucleolar organizer takes deep stain. The 
former arm has a terminal chromomere. 

Chiasma frequency 


at diakinesis and me- Table 2. Chiasma frequency at diakinesis 


taphase I (Fig. 2) was and metaphase I 











recorded (Table 2). There ee Bivalents with Total “ae 
i i S Hn : Yo. 0 
was a slight decrease in Stage —_ 2. 2 lo. of | No. of 
chiasma frequency at lysed | Sista | asma | Mata | mata 
per cell 
metaphase I. At ana- 
phase I a dicentric piakinesis | 40 | 356 | 44 | 756 | 18.9 
bridge with a small MetaphaseI | 40 304 | 96 | 704 | 17.6 

















fragment was noticed 
in about 3 to 4% of the cells (Fig. 3). In only one cell, two dicentric 
bridges with small fragments were observed (Fig. 4). Lagging of one 
or two bivalents also noticed in 3 to 4% of the cells at this stage 
(Fig. 5). The plant showed very poor seed setting and 20 to 25% pollen 
sterility. 
Discussion 

One of the interesting findings in the present investigation has been 
that it has been revealed, for the first time, the existence of a cytological 
difference between the species of the subsection Arundinacea and S. 
propinquum of the subsection Halepensia of Eu-sorghum which have 
hitherto been differentiated mainly on the basis of morphological 


Cc 
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characters. Though the chromosomes of S. propinquum are very similar 
to those of the species (2n = 20) in the subsection Arundinacea in their 
morphology, one striking difference lies in the fact that in the former 
the nucleolus is organized on the shortest chromosome of the complement 
unlike in the latter where the nucleolar chromosome is the longest of 
the complement (see MAaGoon and SHAMBULINGAPPA 1960). 

Macoon ef al. (1961) have proposed two basic archetypes in the 
genus Sorghum — one with 5 long chromosomes and the other with 
5 short chromosomes, each of which must have at least one nucleolus- 
bearing chromosome. They have suggested that the cultivated Hw- 
sorghum forms are allopolyploids of crosses between two such types. If 
this assumption is accepted, we must assume that in the Hu-sorghum 
belonging to subsection Arundinacea, the nucleolar organizer of the short 
chromosome complement does not succeed in organizing a nucleolus, 
and that only the nucleolus of the long chromosome complement is 
formed. In S. propinquum, on the contrary, as is clear from the present 
study, it appears that it is the nucleolus of the short chromosome com- 
plement which is being organized to the exclusion of that of the long 
complement. 

Since S. propinquum is the only 20-chromosome species so far 
known to have rhizomatous habit, a feature characteristic of all 40- 
chromosome species, it becomes interesting to consider the probable 
role of S. propinquum in the origin of the latter. It has in fact been 
suggested (see CELARIER 1958), though solely on the basis of morpho- 
logical considerations, that S. propinquum might be one of the parents 
of the rhizomatous 40-chromosome types. If this is so, then we should 
expect in the light of the findings reported above that, at the ,,octo- 
ploid‘‘ level, there should be a maximum of four pairs of nucleolar 
chromosomes, two being among the longest and two among the shortest 
of the complement. The existence of four such nucleolar chromosomes 
would, therefore, provide good evidence of the role played by S. pro- 
pinquum in the origin of 40-chromosome types. Extensive cytological 
studies of 40-chromosome types from this point of view are under way 
and preliminary evidence favouring such a possibility has already been 
obtained. Attempts to synthesize 40-chromosome types from crosses 
between S. propinqguum and some other 20-chromosome types are also 
being undertaken and are likely to give confirmatory evidence of the 
interrelationship between S. propinguum and the other species with 
2n = 40 in the subsection Halepensia. 

As in the other species of Hu-sorghum, it was noticed that, in the 
species under consideration also, chiasmata are rarely formed in deeply 
staining regions. Recombination of genes located in the deeply stained 
regions thus is considerably restricted. 
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Summary 
Pachytene morphology of S. propinguum has been studied on the 
basis of chromosome length, centromere position and the distribution of 
deeply staining regions on the chromosome. The present species which 
belongs to the subsection Halepensia differs from the species of the 
subsection Arundinacea in that the nucleolus is organized by the shortest 
chromosome of the complement while in the latter group the nucleolar 
chromosome is the longest. The significance of this difference in eva- 
luating the probable role of S. propinquum in the origin of 40-chromosome 

species of Sorghum has been considered. 
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DAS LANGENVERHALTNIS DER EU- UND HETEROCHRO- 
MATISCHEN ABSCHNITTE RIESENCHROMOSOMENARTIGER 
BILDUNGEN VERGLICHEN MIT DEM DER PROPHASE- 

CHROMOSOMEN BEI BRYONIA DIOICA 


Von 
GERTRUDE HasITscHKA-J ENSCHKE 
Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 18. Mai 1961) 


Der Begriff pflanzliches Riesenchromosom (oder ,,Riesenchromosom‘‘) 
wurde erstmals fiir bestimmte Strukturen in den Kernen der Antipoden 
von Papaver rhoeas aufgestellt (HastrscHKa 1956); es handelt sich um 
endomitotisch entstandene Chromosomen, die ihrer ganzen Lange nach 
zusammenhalten. Weitere Untersuchungen ergaben das Vorkommen 
solcher Bildungen auch in den Kernen der Antipoden von mehreren 
Aconitum-Arten (TSCHERMAK-WoEss 1956a) und von Clivia miniata 
(TscHERMAK-WoEss 1957) sowie des Endospermhaustoriums von 
Rhinanthus (TscHERMAK-WoEss 1956b). Die in allen diesen Fallen 
durchgefiihrte eingehende Strukturanalyse erméglichte schlieBlich die 
genaue Definition des Begriffes ,,Riesenchromosom“ als eines mehr 
oder weniger gestreckten Biindels endomitotisch entstandener Abkémm- 
linge eines Ausgangschromosoms, die Chromomerenbau zeigen (Ha- 
SITSCHKA-JENSCHKE 1959). Abgewandelte Strukturen, wie sie GEITLER 
(1955) und HastrscHKA-JENSCHKE (1957, 1958, 1959) fiir Kerne aus dem 
Endosperm, aus Synergiden und Antipoden beschrieben, wurden da- 
gegen als ,,Biindelstrukturen‘‘ (oder Biindel) bezeichnet. Diese sind 
lockerer als ,,Riesenchromosomen™ gebaut, zum Teil in Restspiralen 
gelegt und bestehen aus dickeren, also starker spiralisierten und daher 
keinen Chromomerenbau zeigenden Chromosomen. Daf innerhalb der 
,.Bindelstruktur“‘ verschiedene Ausprigungen und innerhalb dieser 
wiederum alle Uberginge vorkommen (was nicht nur an Material ver- 
schiedener Vegetationsperioden, sondern auch an gleichzeitig fixiertem 
zu beobachten ist, vgl. S. 477), konnte schon am Beispiel der Anti- 
podenkerne von Eranthis und Corydalis gezeigt werden (HaAsITscHKa- 
JENSCHKE 1959). Trotzdem erscheint fiir alle diese Strukturen die Be- 
zeichnung ,,Biindelstruktur“ berechtigt. Auch zum Strukturtypus der 
,,Riesenchromosomen“ gibt es Ubergange. Fiir die in der vorliegenden 
Arbeit naher untersuchten Kernstrukturen in den Basalzellen der Kleb- 
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stoffhaare an den Antheren von Bryonia dioica, die nicht simtliche Merk- 
male typischer ,,Riesenchromosomen“ aufweisen (worauf im speziellen 
Teil naher einzugehen ist), wird — um den Begriff ,,Riesenchromosom“‘ 
nicht erweitern zu miissen — im folgenden die Bezeichnung: riesen- 
chromosomenartige Bildungen (bzw. Gebilde) verwendet. Dabei richtet 
sich das besondere Augenmerk auf die Langsdifferenzierung der ge- 
nannten Gebilde in Eu- und Heterochromatin, deren Langenverhiltnis 
in Bezug gesetzt wird zu dem prophasischer Chromosomen in der Mitose. 

Nachdem Heitz und BaveEr (1933) die Natur der tierischen Riesen- 
chromosomen an Bibio hortulanus geklart hatten (sie bestehen aus eng 
gebiindelten, endomitotisch aus einem Ausgangschromosom hervor- 
gegangene Chromosomen, wobei die homologen Biindel + eng gepaart 
sind, und weisen einen charakteristischen Scheibenbau auf), stellte 
Hertz (1934) erstmals bei Drosophila virilis eine nicht proportionale 
Verlangerung der heterochromatischen Abschnitte gegeniiber den ana- 
logen der prophasischen Chromosomen fest (das ganze Riesenchromo- 
som ist am Ende seiner Entwicklung durchschnittlich 30mal langer als 
das prophasische Chromosom). Er hielt aus diesem Grund das Hetero- 
chromatin des Prophasechromosoms und das des Riesenchromosoms fiir 
nicht identisch und unterschied an letzterem ein besonders kompaktes 
a-Heterochromatin, welches eine geringere Wachstumsfahigkeit als die 
euchromatischen Abschnitte besitzt, und ein wachstumsfahigeres, 
lockeres B-Heterochromatin. Eine ahnliche Unterscheidung machten 
in neuerer Zeit auch Hinton (1942) fiir Drosophila melanogaster und 
Hsrane (1949) fiir Drosophila tumiditarsus und Dr. nebulosa. — Die 
grundlegenden genetischen Untersuchungen von PAINTER (1931) sowie 
MuLLER und ParnTER (1932) an mit R6éntgenstrahlen behandelten 
Stémmen von Drosophila melanogaster fihrten am X-Chromosom zur 
Feststellung einer sog. ,,genetically inert region‘ mit nur wenigen 
Genen. Sie erbrachten damit einen Beleg fiir die von Herz bereits 
1929 vermutete relative genetische Inaktivitaét des Heterochromatins. 
Die Genarmut des Heterochromatins [zumindest des X- und Y-Chro- 
mosoms bei Drosophila — vgl. hierzu Matuer (1944) tiber das Vor- 
handensein sog. Polygene —] einerseits und die von PROKOFYEVA- 
BELGOVSKAYA (1937) festgestellten gleichen Abstaénde der Chromomeren- 
scheiben im Eu- und Heterochromatin der Riesenchromosomen anderer- 
seits schienen dafiir zu sprechen (GEITLER 1938), daB im Schleifenkern 
allein die Zahl der Chromomerenscheiben fiir die Lange verantwortlich 
ist, im mitotischen Chromosom dagegen ein langes, mit Heterochromatin 
beladenes, aber chromomerenarmes Chromonema entwickelt wird. Diese 
Vorstellungen kann man wohl nicht mehr aufrechterhalten. Allerdings 
hat — soweit mir bekannt ist — zu diesem Problem niemand mehr 
Stellung genommen (vgl. hierzu auch die Diskussion). 

31* 
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Ob auch in den riesenchromosomenartigen Bildungen bei Pflanzen 
die heterochromatischen Abschnitte relativ kurz sind, sollte in der vor- 
liegenden Untersuchung geklart werden. Die Kerne in den Basalzellen 
der Klebstoffhaare an der Anthere von Bryonia dioica erfiillen die 
wesentlichen Voraussetzungen: Sie sind praparationstechnisch giinstig 
und zeigten, zumindest in der Vegetationsperiode 1960 (vgl. hierzu 
S. 477), regelmdpig riesenchromosomenartige Bildungen mit deutlich 
abgegrenzten heterochromatischen Abschnitten. Wegen dieser Kigen- 
schaften wurde gerade Bryonia herangezogen, obwohl sie nicht véllig 


| 


typische ,,Riesenchromosomen* aufweist. |j 


Methodik 


Es wurden 4—5 mm lange miinnliche Knospen von Bryonia dioica (aus dem 
Botanischen Garten der Universitat Wien) mit der Priparationsnadel geéffnet und 
die Antheren zum GroBteil freigeiegt. Als Fixierungsmittel diente Carnoy (6 Teile 
abs. Alkohol, 3 Teile Chloroform, 1 Teil Eisessig), in dem die Knospen, ohne sich 
zu verandern, beliebig lang belassen werden konnten. Zur Untersuchung mitotischer 
Prophasen im Endosperm wurden 2—3 mm lange Samenanlagen von der Plazenta 
abgetrennt und ebenfalls in Carnoy fixiert. Um eine gute Farbbarkeit besonders 
_ auch des Euchromatins zu erzielen, kam das fixierte Material vor der Anfirbung 

zunichst 3—4 Std in aqua dest., dann zur Beizung tiber Nacht in 10% ige Hisen- 
alaunlésung und schlieBlich neuerlich 4—5 Std in aqua dest. Auf dem Objekttrager 
wurden in einem Tropfen Karminessigsiiure die Antheren herausprapariert, die 
freiwerdenden Pollenkérner abgesaugt, die Antherenwand in kleine Stiicke zer- 
teilt, dann wurde in einem frischen Tropfen Karminessigsiure stark erwirmt und 
nach Aufsetzen des Deckglases kraftig gequetscht. Diese Methode bewirkt zumeist 
ein AufreiBen der Wand der Basalzelle der Klebstoffhaare, wobei der Kern véllig 
unbeschiadigt herausgedriickt wird. Die Samenanlagen wurden nach dem Aus- 
waschen median lings geschnitten und das bereits zellulair gegliederte, eine flache 
Scheibe bildende und mit freiem Auge sichtbare Endosperm wurde herausprapa- 
riert, ebenfalls auf dem Objekttrager in Karminessigsiiure stark erwarmt und ge- 
quetscht. Die Untersuchung wurde mit Unterbrechungen in der Zeit von Mai bis 
November 1960 durchgefiihrt. 





Beobachtungen 

Entwicklung und Beschaffenheit der Kerne in den Klebstoffhaaren 
von Bryonia dioica wurden bereits 1954 von TscHERMAK-WoEss und 
HasitscuKa naher beschrieben (S. 84). Fiir den endomitotisch stark 
herangewachsenen Kern der bauchigen Basalzelle konnte damals auf 
Grund zahlreicher Kernvolumenmessungen ein Polyploidiegrad von 
256n ermittelt werden. In diesen hochendopolyploiden Kernen waren 
alle Endochromozentren in Chromomeren gegliedert — im Gegensatz zu 
den Chromozentren bzw. Endochromozentren in diploiden und poly- 
ploiden Kernen anderer Gewebe, die kompakt, haufig auch ,,patzig‘ 
und vakuolisiert erscheinen (vgl. Abb. 2a); sie bestanden nur aus wenigen 
iibereinanderliegenden Chromomerenschichten, waren also bandartig 
ausgebildet oder zum Teil auch zylindrisch geformt. An die heterochro- 
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matischen Abschnitte schlossen sich euchromatische aus kleineren, 
schwach anfarbbaren Euchromomeren (Abb. 1). Auf Grund unserer 
jetzigen Kenntnis kann man sagen, daB diese Ausbildung in gewisser 
Hinsicht der der pflanzlichen Riesenchromosomen sehr nahe kommt; 
voéllig entspricht sie ihr jedoch nicht, da haufig Sammelbildungen vor- 
kamen und vermutlich auch ein Zerfall auftrat. Bei der neuerlichen 
Untersuchung am gleichen Pflanzenmaterial, das wie 1953 ebenfalls im 
Frihjahr fixiert wurde', 
fielen etwas abgewandelte 
Strukturen auf. In den 
128- und 256-ploiden 
Kernen, die vorwiegend 
analysiert wurden, fanden 
sich namlich entsprechend 
der diploiden Chromo- 
somenzahl (2n=20) 20 
offenbar aus endomito- 
tisch entstandenen Ab- 
kémmlingen eines Aus- 
gangschromosoms zusam- 
mengesetzte, wurstfdr- 
mige Gebilde. Mit Aus- 
nahme der von den SAT- 

Abb. 1. Bryonia dioica. 256-ploider Kern aus der 


Chromosomen stammen- Basalzelle eines Klebstoffhaares mit einer durchgehend 
den lassen sie alle einkom- in Eu- und Heterochromomeren gegliederten Struktur 

: (aus TSCHERMAK-WOESS und HASITSCHKA 1954). — 
paktes heterochromati- Alk.-Eisess., Essigkarmin 


sches Mittelstiick erken- 

nen. Aus dem Vergleich mit prophasischen Chromosomen und der an eini- 
gen dieser Gebilde beobachteten Einschniirung ergibt sich, daB es sich um 
proximales Heterochromatin zu beiden Seiten des Spindelansatzes han- 
delt. An dieses schlieBt je ein kurzer, nur aus wenigen, nicht sehr deut- 
lichen Querreihen von Heterochromomeren zusammengesetzter Ab- 
schnitt an, der ebenfalls beidseitig in einen mehr oder weniger langen 
euchromatischen, chromomerisch gegliederten Teil tibergeht (Abb. 2d). 
Andeutungen eines den Querscheiben der tierischen Riesenchromosomen 
ahnlichen Baues finden sich vereinzelt im heterochromomerisch aufge- 
gliederten Abschnitt. Diese Gebilde weichen vom Typus der bisher be- 
kanntgewordenen pflanzlichen Riesenchromosomen etwas ab, und zwar 
infolge der kompakten Beschaffenheit des Heterochromatins; sie neh- 
men gleichsam eine Mittelstellung zwischen ,,Riesenchromosomen“ und 








1 Uber den Einflu8 auBerer oder innerer Faktoren auf die Ausbildung bestimm- 
ter Ruhekernstrukturen herrscht noch vdéllige Unklarheit (vgl. HasrrscuKa- 
JENSCHKE 1959, S. 259). 
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Endochromozentren mit euchromatischen Ausstrahlungen ein und 
werden im folgenden stets als riesenchromosomenartige Bildungen be- 
zeichnet. 

Vier der riesenchromosomenartigen Bildungen stehen mit dem Nu- 
kleolus in Verbindung. Ein Vergleich mit der Prophase beweist, daB sie 
den SAT-Chromosomen entsprechen. Der Einfachheit halber werden 
sie im weiteren kurz als SAT I und SATII bezeichnet (im diploiden 
Chromosomensatz bzw. in den aus diploiden Ausgangskernen entstan- 
denen Riesenkernen sind selbstverstaéndlich je zwei und zwei gleich 
gebaut). SATTI ist charakterisiert durch eine submediane Spindel- 
ansatzstelle (kenntlich an der Unterbrechung der riesenchromosomen- 
artigen Bildung), an-die beiderseits kompaktes Heterochromatin an- 
schlieBt. In dem Schenkel ohne SAT-Zone geht dieses in einen kurzen, 
heterochromomerisch aufgegliederten Abschnitt tiber, an den das in 
Chromomeren zerlegte Euchromatin anschlieBt. Letzteres spreizt etwas 
gegen das Ende zu auseinander. Dem Nukleolus sitzt das SAT I mit 
einem aus wenigen, untereinander verklebten Heterochromomeren be- 
stehenden, bisweilen in zwei bis drei ,,FiiBchen‘‘ zerteilten Gebilde auf 
(Abb. 2b, c). Der heterochromatische Trabant ist klein, liegt meist in 
einer Vertiefung des groBen Nukleolus, nicht selten ist er aber auch 
in mehrere K6rnchen zerfallen, die dann an einer der Wande der zahl- 
reichen Vakuolen im Inneren des Nukleolus zu finden sind (Abb. 2c). 
Als heterochromatischer Anteil der riesenchromosomenartigen Bildung 
werden bei den spater noch zu erérternden Messungen gewertet: erstens 
das kompakte Heterochromatin, zweitens das in Heterochromomeren 
zerlegte Chromatin, drittens der heterochromatische Trabant; ihnen 
wird der gesamte, einheitlich gebaute euchromatische Abschnitt gegen- 
tibergestellt. 

SAT II wird gekennzeichnet durch eine subterminale, dem Nukleolus 
genaherte Spindelansatzstelle, an die kompaktes Heterochromatin an- 
schlieBt (Abb. 2b, c). Mit diesem liegt das SAT II direkt, ohne auf- 
zusplittern (im Unterschied zu SAT I!) dem Nukleolus an. Auf der 
anderen Seite des Spindelansatzes geht der ziemlich lange kompakt 
heterochromatische Abschnitt in ein nur aus wenigen ,,Reihen‘‘ von 
Heterochromomeren zusammengesetztes Stiick iiber, an das das durch- 
gehend chromomerisch gegliederte Euchromatin angrenzt. Der Tra- 
bant ist als kleines heterochromatisches Kérnchen zu erkennen. 

Die geschilderte Beschaffenheit der beiden SAT-riesenchromosomen- 
artigen Bildungen ist in allen Kernen prinzipiell die gleiche. Doch 
kénnen sie stark gewunden sein, oder ihre heterochromatischen Ab- 
schnitte zeigen die Tendenz zu Verklebungen und sind deshalb schwierig 
auseinanderzuhalten; oft ist auch ihre optische Auflésbarkeit erschwert, 
weil sie im Kern ziemlich dicht beisammen liegen. 





: 
k 
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Fir den Vergleich mit den mitotischen Chromosomen wurde das 
Endosperm herangezogen. Trotz der vermehrten Chromosomenzahl 
(3n) erscheint es giinstiger, weil die Chromosomen gréBer sind und 





Abb. 2a—d. Bryonia dioica. Ruhekerne aus der Basalzelle der Klebstoffhaare. a diploid; 

b 128-ploid; c,d 256-ploid. b, c SAT-riesenchromosomenartige Bildungen (J und JJ); 

in c aus dem Nukleolus ausgestoBene Vakuole (Pfeil); d vom Nukleolus unabhangige 

riesenchromosomenartige Bildungen (nur einige wiedergegeben). — Technik: s. unter 
Methodik 


lockerer liegen als in anderen mitotisch aktiven Geweben. Im folgenden 
soll kurz die Struktur des triploiden Interphasekernes und eingehender 
der Ablauf der Prophase beschrieben werden; dieser ist im Hinblick auf 
die Untersuchungen von DoxezZaAL und TscHERMAK-WoEss (1955) 
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sowie TSCHERMAK-WoEss und DoLEzaAL (1956) tiber den prophasischen 
Formwechsel des Heterochromatins bei Rhoeo discolor und Vicia faba 
von Interesse. 

Im interphasischen Ruhekern lassen sich annahernd 30 Chromo- 
zentren erkennen, deren Zahl also offensichtlich mit der Chromosomen- 
zahl 3n =30 iibereinstimmt. Sie sind meist balkenférmige, aus kom- 





Abb. 3a—g. Bryonia dioica. a Triploider Interphasekern aus dem Endosperm. b—g friihe 

bis mittlere Stadien der Prophase triploider Kerne aus dem Endosperm: b beginnende Auf- 

lockerung der Chromozentren; c ,,Zerstiubungsstadium‘‘; d Wiedererscheinen des Hetero- 

chromatins; e Hervortreten der deutlichen Gliederung in Eu- und Heterochromatin; 

f weitere Verkiirzung der Chromosomen; g mittleres Stadium (nur die SAT-Chromosomen J 
und JI wiedergegeben; vzl. im einzelnen den Text) 


paktem Heterochromatin bestehende Gebilde, an denen oft noch einige 
wenige Heterochromomeren zu sehen sind. Die Euchromomeren sind 
inhomogen im Kernraum verteilt und schlieBen sich oft in Gruppen an 
den Enden der Chromozentren an (Abb. 3a). 

Die Mitose wird eingeleitet durch eine Zerlegung der Chromozentren 
in lockere Ansammlungen von Heterochromomeren (Abb.3b). Die Eu- 
chromomeren bleiben zunachst in ihrer urspriinglichen Gré8e und Anord- 
nung erhalten. Im weiteren Verlauf der Prophase wird der Unterschied 
zwischen Eu- und Heterochromatin durch ein geringfiigiges Heranwachsen 
der Euchromomeren und eine Gré8enabnahme der Heterochromomeren 
fast vollstandig ausgeglichen. Es ist das Stadium der ,,Zerstaéubung‘ 
— wie Hetrz, der es 1929 erstmals beobachtete, nennt — erreicht 
(Abb. 3c). Weiterhin beginnen die heterochromatischen Kérnchen 
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erneut hervorzutreten, indem sie sich in Langsreihen anordnen. Die 
Euchromomeren, zeigen ebenfalls eine der Chromosomenlangsachse ent- 
sprechende Gruppierung (Abb.3d). Im Unterschied zu Rhoeo und 
Vicia (vgl. oben) erfahrt aber das Heterochromatin bei Bryonia keinen 
zweiten Abbau, vielmehr treten im Verlauf der fortschreitenden Pro- 
phase die Chromosomen als stark gewundene, diinne Faden hervor, die 
durchgehend eine Unterscheidung von Eu- und Heterochromatin er- 
lauben (Abb. 3e, f). Weitere Spiralisation fihrt zu einer Verkiirzung 
der Chromosomen; es wird ein Prophasestadium erreicht, in dem die an 
und fiir sich bei Bryonia nicht sehr langen Chromosomen ziemlich ge- 
streckt sind und einen deutlich abgegrenzten, relativ langen hetero- 
chromatischen Abschnitt zu beiden Seiten des Spindelansatzes erkennen 
lassen, der mit Ausnahme der SAT-Chromosomen (vgl. weiter unten) bei 
allen Chromosomen beidseitig in Euchromatin tibergeht. An Chromo- 
somen dieses unschwer aufzufindenden, mittleren Stadiums der Pro- 
phase wurden die noch zu besprechenden Messungen durchgefiihrt. 
Das Langenverhaltnis der eu- und heterochromatischen Abschnitte in 
frihen und mittleren Prophasestadien scheint — soweit es sich tiber- 
haupt abschatzen 148t — gleichzubleiben. Durch weitere Kontraktion 
erreichen die Chromosomen schlieBlich einen einheitlichen Aufbau ohne 
erkennbaren Unterschied zwischen Eu- und Heterochromatin. Da sich 
zwischen dem mittleren und dem spaten Stadium der Prophase keine 
Uberginge fanden, darf man wohl mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit 
annehmen, da der — zumindest auBerlich — einheitliche Aufbau der 
Chromosomen in der spaiten Prophase sehr rasch zustande kommt. 

Je haploidem Chromosomensatz sind zwei SAT-Chromosomen vor- 
handen, also sechs im triploiden Endosperm. Ihre Beschaffenheit wird 
im folgenden kurz beschrieben, und zwar fiir das Stadium, das fiir die 
Messungen verwendet wurde, in dem also Hetero- und Euchromatin gut 
unterscheidbar sind. Es sei zunachst nochmals auf ihren, schon in an- 
derem Zusammenhang erwahnten, mit den entsprechenden riesenchro- 
mosomartigen Bildungen véllig tibereinstimmenden Bau hingewiesen. 
SAT I zeichnet sich aus durch eine submediane Spindelansatzstelle, 
proximales Heterochromatin, das am nukleolusfernen Ende in einen 
euchromatischen Abschnitt tibergeht, der meist einen Doppelbau zeigt, 
und einen kugelférmigen, kleinen, heterochromatischen Trabanten 
(Abb. 3g). SATII besitzt eine subterminale, nukleolusnahe Spindel- 
ansatzstelle, proximales Heterochromatin, an das einseitig der euchro- 
matische Abschnitt anschlieBt, und einen unauffalligen, heterochroma- 
tischen Trabanten (Abb: 3g). 

Das Langenverhialtnis der eu- und heterochromatischen Abschnitte 
der mitotischen Chromosomen einerseits und der riesenchromosomen- 
artigen Bildungen andererseits wurde durch Messungen mit einem 
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Okularmikrometer bestimmt. Es wurden ausschlieBlich die riesenchro- 
mosomenartigen Bildungen in 128n- und 256n-Kernen herangezogen (es 
muBte also bei jedem Kern das Volumen bestimmt und der Wert mit 
dem 1953 von TscHERMAK-WoEss und HAsiITscHKA ermittelten ver- 
glichen werden). Da die riesenchromosomenartigen Bildungen haufig 
stark gewunden und zum Teil miteinander verklebt sind (vgl. S. 470), 
war nur eine geringe Anzahl der praparierten Kerne fiir Messungen ge- 
eignet. Gemessen wurde sowohl an den riesenchromosomenartigen Bil- 
dungen als auch an den Prophasechromosomen stets 1. die Linge des 
heterochromatischen Abschnittes (bei SAT I und SATII unter Weg- 
lassung des Trabanten), der in den riesenchromosomenartigen Bildungen 
zusammengesetzt ist aus langen, kompakten und kurzen heterochromo- 
merisch gegliederten Anteilen, 2. die Lange des euchromatischen Ab- 
schnittes und 3. bei SAT I und SAT II der Durchmesser des kugeligen 
Trabanten (war er in mehrere Teilkérnchen zerfallen — vgl. S. 470 —, 
so muBte dieser Wert aus mehreren Einzelmessungen ermittelt werden). 
Aus diesen drei Zahlen konnte die Gesamtlange der riesenchromosomen- 
artigen Bildungen bzw. des mitotischen Chromosoms errechnet werden. 
Auf sie wird der Anteil an Hetero- und Euchromatin — in Prozenten aus- 
gedriickt — bezogen. Es erscheint zweckmaBig im folgenden die Mes- 
sungsergebnisse, unter Verzicht auf die Angaben von Einzelwerten, an 
Hand der Auswertungen zu besprechen. 

Zunachst wurde der prozentuelle Anteil an Hetero- und Euchromatin 
bei einer bestimmten riesenchromosomenartigen Bildung, namlich dem 
SAT I und SAT II, ermittelt und dem SAT I und SAT II der Prophase 
gegeniibergestellt. Ich verweise auf Tabelle 1, die im einzelnen die Zahl 
der gemessenen riesenchromosomenartigen Bildungen bzw. Chromo- 
somen (NV), die mittlere Lange von hetero- und euchromatischen Ab- 


Tabelle 1. Vergleich des Ltingenverhiltnisses von hetero- zu euchromatischen Ab- 
schnitten bei den SAT -riesenchromosomenartigen Bildungen I und II gegeniiber den 
SAT-Chromosomen I und II eines mittleren Prophasesiadiums 





Langenverhialtnis 
von hetero- zu 

N euchromatischen oM 
Abschnitten in 

% der Gesamtlange 

















Riesenchromosomenartige Bildungen | SAT I 16 66:34 0,77 
SAT II 27 56:44 0,69 
Prophasechromosomen ...... SAT I 37 83:17 0,55 
SAT II 27 73:27 0,63 


schnitten in Prozenten sowie den Stichprobenfehler des Mittelwertes 
(oy) angibt. Letzterer wurde nicht aus den Einzelwerten der absoluten 
Lange der heterochromatischen Abschnitte errechnet, sondern aus 








. 
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denen des prozentuellen Anteils von hetero- und euchromatischen Ab- 
schnitten; und zwar deshalb, weil die Werte fiir die riesenchromosomen- 
artigen Bildungen aus 128n- und 256n-Kernen stammen und —— wie es 
fiir die tierischen Riesenchromosomen erwiesen ist — sicherlich auch bei 
den pflanzlichen Riesenchromosomen und ihnen ahnlichen Bildungen 
eine Langenzunahme wahrend der Polyploidisierungsperiode erfolgt 
(TSCHERMAK-WoOESS 1956a, b). Im Text beschranke ich mich auf die 
Angaben des Langenverhaltnisses (in Prozenten) von hetero- zu euchro- 
matischem Abschnitt. cry betragt fiir die riesenchromosomenartige 
Bildung SAT [=66% : 34%, SAT IT=56% : 44%; fiir die Chromo- 
somen der Prophase ne I1=83% : 17%, SAT Il=73% : 27%. Daraus 
ergibt sich eindeutig, dab die riesenchromosomenartigen Bildungen im 
Verhiltnis kiirzere heterochromatische Abschnitte besitzen als die ent- 
sprechenden Chromosomen der Prophase. Die riesenchromosomen- 
artigen Gebilde zeigen also in dieser Hinsicht eine bemerkenswerte Uber- 
einstimmung mit den tierischen Riesenchromosomen (vgl. hierzu Ein- 
leitung und Diskussion). 


Tabelle 2. Vergleich des Léngenverhdltnisses von hetero- zu euchromatischen Ab- 
schnitien bei nicht niher bestimmbaren riesenchromosc rtigen Bildungen geg 
ebensolchen Chromosomen eines mittleren Prophasestadiums 








Langenverhiltnis 
von hetero- zu 
N euchromatischen oM 
Abschnitten in 
% der Gesamtlinge 





Riesenchromosomenartige Bildungen . . . 72 51:49 1,35 
Prophasechromosomen ......... 72 74:26 0,70 











Mit Ausnahme der SAT I undSAT II ist — soweit man es beurteilen 
kann — das Langenverhaltnis von eu- und heterochromatischen Ab- 
schnitten bei allen riesenchromosomenartigen Bildungen eines Kernes 
einerseits und bei allen Prophasechromosomen andererseits ungefahr 
gleich (vgl. S. 469 und 473). Aus diesem Grund wurde in einer zweiten 
Serie von Messungen der Anteil an Hetero- und Euchromatin bei allen 
meBbaren riesenchromosomenartigen Gebilden, bzw. Chromosomen zu- 
nachst eines Kernes, dann mehrerer Kerne bestimmt (Tabelle 2). 
ergab sich ein ganz ahnliches Resultat, bei auffallend geringer Streuung 
der Einzelwerte, obgleich ja diesmal, nicht wie in der ersten Serie, in der 
zwei bestimmte riesenchromosomenartige Bildungen bzw. Chromoso- 
men herausgegriffen worden waren, wahllos sdmitliche meBbare (je 72) 
erfaBt wurden. Der Anteil an Heterochromatin, bezogen auf die Ge- 
samtlinge, ist bei den riesenchromosomenartigen Gebilden geringer, er 
betragt nur 51% gegeniiber dem bei Prophasechromosomen von 74%. 
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DaB die Werte der zweiten Serie etwas zugunsten des Euchromatins 
verschoben sind (besonders beim Vergleich mit dem SAT 1), ist mit dem 
Vorhandensein von zwe? euchromatischen Abschnitten an allen aufer 
den SAT-riesenchromosomenartigen Bildungen bzw. Chromosomen zu 
erklaren. 


Als Nebenergebnis wurde die durchsehnittliche Gesamtlinge der 
riesenchromosomenartigen Gebilde und der prophasischen Chromosomen 
errechnet. Da — wie schon im Zusammenhang mit der Berechnung 
von oy erwahnt — eine Lingenzunahme der ,,Riesenchromosomen 
bzw. riesenchromosomenartigen Bildungen wahrend der Polyploidi- 
sierungsperiode stattfindet, muBte ihr durchschnittlicher Langenwert 
getrennt fiir solche in 128n- und 256 n-Kernen ermittelt werden (Tabelle 3). 
Er betragt fiir erstere 17,77 1, fiir letztere 22,43 und fiir die Chromo- 
somen der mittleren Prophase 8,82. Aus dieser Aufstellung ergibt 
sich erstmals (mit Ausnahme der Naherungswerte, die TSCHERMAK- 
Wosss 1956b fiir Rhinanthus angibt — vgl. die Diskussion) eine zahlen- 
maBige Bestatigung der Langenzunahme der riesenchromosomen- 
artigen Bildungen mit steigendem Polyploidiegrad und weiters ein Wert 
fir das Langenverhaltnis von prophasischem Chromosom zu riesen- 
chromosomenartiger Bildung von nur 1:2,54. 


Tabelle 3. Durchschnittliche Gesamilinge von riesenchromosomenartigen Bildungen 
aus 128n- und 256n-Kernen sowie von Chromosomen eines mittleren 














Prophasestadiums 
| Durchsehnitt- 
N liche 
| Gesamtlinge 
Riesenchromosomenartige Bildungen. . . . . 128 n 19 17,77 wu 
256 n 53 22,43 uw 
Prophasechromosomen. .......... on. = [512 8,82 yu 


Anhangsweise sei das Vorkommen von Vakuolen, die aus dem 
Nukleolus ausgestoBen werden, erwahnt. Sie wurden sowohl in den 
hochendopolyploiden Kernen in der Basalzelle der Haare als auch in den 
triploiden Kernen des Endosperms an fixiertem Material beobachtet. 
Es handelt sich um mit Essigkarmin blaB anfirbbare, runde Gebilde, 
gleich denen in den Nukleolen. Sie finden sich zum Teil noch in enger 
Verbindung mit dem Nukleolus, naémlich ihm aufsitzend, und zum Teil 
schon frei im Kernraum. 

1 Aus Tabelle 3 ist zu ersehen, daB der Lingenmittelwert fiir die riesenchromo- 


somenartigen Bildungen in 128n-Kernen nur aus wenigen Messungen bestimmt 
wurde; er wird daher mit Vorbehalt angegeben. 








Liingenverhiltnis riesenchromosomenartiger Bildungen 477 


Diskussion 

Die Kerne der Basalzelle der Klebstoffhaare von Bryonia dioica, die 
in der Vegetationsperiode 1960 fixiert wurden, nehmen hinsichtlich ihrer 
Struktur eine Mittelstellung ein zwischen dem Typus der Kerne mit 
,,Riesenchromosomen‘‘ und dem mit Endochromozentren. Sie unter- 
scheiden sich durch die Ausbildung von kompaktem Heterochromatin 
von den 1953 untersuchten Kernen, in welchen die Bildungen durch- 
gehend in Chromomeren zerlegt waren. Es wurden bisher einige solche 
Falle bekannt, bei denen sich im selben Zelltypus unterschiedliche 
Kernstrukturen entweder gleichzeitig (Antipoden von Papaver rhoeas, 
Aconitum-Arten, Clivia miniata, Corydalis nobilis, Synergiden verschie- 
dener Allium-Arten; Literatur bei TscHERMAK-WoEss 1957 und Ha- 
SITSCHKA-JENSCHKE 1959; aber auch bei Tieren: Nahrzellkerne der 
SchmeiBfliege Calliphora Brrr 1960) oder aber zu verschiedenen Zeit- 
punkten fanden (Antipoden von Hranthis, HASItsCHKA-J ENSCHKE 1959). 
Die Frage nach den Faktoren, die bei der Ausbildung einer bestimmten 
Kernstruktur wirksam werden, ist — obgleich schon 6fters aufgeworfen 
(HasttscHKa. 1956, TscHERMAK-WoEss 1956a, HAsitscHKA-JENSCHKE 
1959) — nach wie vor unbeantwortet. Fiir die Nahrzellkerne von 
Calliphora allerdings konnte Brer (1960) die Temperaturabhangigkeit 
der Ausbildung von Riesenchromosomen nachweisen. Gewisse Ubergangs- 
strukturen in den Speicheldriisenkernen wieder anderer Dipteren diirf- 
ten in Zusammenhang mit der Funktion zu bringen sein (Manx 1949). 

Um herauszufinden, ob auch bei den riesenchromosomenartigen Bil- 
dungen der Pflanzen wie in den Riesenchromosomen der Dipteren die 
Langenzunahme heterochromatischer Abschnitte gegentiber euchroma- 
tischen -zuriickbleibt, wurde von den mitotischen Chromosomen eines 
mittleren Prophasestadiums ausgegangen. Herrz (1934) hatte in seiner 
analogen Gegeniiberstellung bei Drosophila virilis das total hetero- 
chromatische Y-Chromosom in der Metaphase herangezogen; an den 
partiell heterochromatischen Chromosomen von Bryonia laBt sich das 
Langenverhaltnis von euchromatischen und heterochromatischen Ab- 
schnitten nur in der mittleren Prophase bestimmen. Es ist allerdings 
erforderlich, die Gesamtlinge der Chromosomen in Betracht zu ziehen, 
da ja bekanntlich die absolute Lange der hetero- bzw. euchromatischen 
Abschnitte im Zuge des Ablaufes der Prophase infolge der Kontraktion 
der Chromosomen abnimmt. 

Bei den riesenchromosomenartigen Bildungen ist die Notwendigkeit, 
die Lange der einzelnen Abschnitte auf die Gesamtlinge zu beziehen, 
nicht nur aus Griinden des Vergleiches mit den mitotischen Chromoso- 
men, sondern auch dadurch gegeben, daB 128n- wnd 256n-Kerne heran- 
gezogen wurden und ja ein Langenwachstum der riesenchromosomen- 
artigen Gebilde mit steigendem Polyploidiegrad erfolgt. 
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Nach TscHERMAK-WOEsS (1956b) verlangern sich die ,,Riesenchro- 
mosomen‘‘ im Endospermhaustorium von Rhinanthus mit steigendem 
Polyploidiegrad sehr deutlich, und zwar vermutlich einerseits durch 
Abwickiung der Restspiralen und andererseits durch Ausglattung 
innerer, wohl auch sublichtmikroskopischer Windungen. Die Autorin 
vergleicht ein kurzes Chromosom im Stadium der Prometaphase mit 
einem der kiirzeren ,,Riesenchromosomen“ und gibt eine annéhernd 
5fache Verlangerung bei Dodekaploidie, eine 7fache bei 24-Ploidie und 
eine 17fache bei 96-Ploidie an. Diesen Werten stehen die trotz des hohen 
Polyploidiegrades weitaus niedrigeren bei Bryonia gegeniiber; es be- 
tragt das Langenverhaltnis von prophasischem Chromosom zu riesen- 
chromosomenartiger Bildung bei 128-Ploidie nur 1:2,01 und bei 256- 
Ploidie 1:2,54. Fiir Chironomus erwihnt BEERMANN (1952) eine Langen- 
zunahme der Riesenchromosomen in der Speicheldriise vom ersten 
Larvenstadium an gerechnet bis zum Ende der Entwicklung um das 
Vierfache; und auch Brier (1960) gibt eine Streckung der Polytanchro- 
mosomen in den Nahrzellkernen von Calliphora mit zunehmendem 
Polyploidiegrad an, ohne sie allerdings durch Zahlenmaterial zu belegen. 

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Langenzunahme von 
,,Riesenchromosomen‘‘ oder ihnen dhnlichen Gebilden wéhrend der 
Polyploidisierungsperiode erértert. Fir die Gesamtstreckung gilt ganz 
allgemein, daB sie bei pflanzlichen Riesenchromosomen, wohl infolge 
ihres auch im fertigen Entwicklungszustand niedrigeren Polyploidie- 
grades (TscHERMAK-WoEss 1956a) wesentlich hinter der tierischer 
Riesenchromosomen zuriickbleibt. Hzerrz (1934, 1935) schatzt das 
Langenverhaltnis von mitotischen Chromosomen zu voll entwickelten 
Riesenchromosomen bei Drosophila virilis auf 1:30, PArau (1935) bei 
Drosophila melanogaster und Dr. simulans sogar auf 1:100; bei Chirono- 
mus ist der: Unterschied wahrscheinlich in Zusammenhang mit der Er- 
reichung eines héheren Polyploidiegrades (bis 16000n nach BEERMANN, 
1952; méglicherweise bis 32768n nach BEssERER, 1956) noch gréRer 
(Angaben fehlen bisher). Bei Pflanzen finden Hasirscuxa (1956) fiir 
die ,,Riesenchromosomen‘‘ von Papaver und TsCHERMAK-WoOEss fiir die 
von Aconitum ein Langenverhaltnis von 1:10. Bei Rhinanthus (vgl. 
oben) ist die Differenz gréRer (mindestens 1:17), bei Bryonia dagegen 
gering, namlich 1 :2,54. 

Im speziellen Teil konnte gezeigt werden, daB der prozentuelle Anteil 
der heterochromatischen Abschnitte an der Linge der riesenchromo- 
somenartigen Bildungen merklich geringer ist als an der der Prophase- 
chromosomen. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den Be- 
funden an tierischen Riesenchromosomen, welche Befunde von Herz 
(1934) mit den in den Riesenchromosomen von Drosophila virilis vor- 
handenen zweierlei Typen von Heterochromatin, nimlich kompaktem 
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a-Heterochromatin mit geringer Wachstumsfahigkeit und lockerem, 
wachstumsfahigerem $-Heterochromatin, erklart werden. Wieder andere 
Autoren betonen die unterschiedliche Spiralisierung von eu- bzw. 
heterochromatischen Abschnitten in Mitose- und Riesenchromosomen 
und sehen diese als Ursache fiir die genannte Erscheinung an. So 
vermuten MULLER und GERSHENSON (1935) und MULLER und Pro- 
KOFYEVA (1935), daB bei Drosophila melanogaster der von ihnen als 
, inert region‘‘ bezeichnete heterochromatische Abschnitt des X-Chromo- 
soms sowie das total heterochromatische Y-Chromosom der Mitose rela- 
tiv weniger spiralisiert sind als die entsprechenden Abschnitte der 
Riesenchromosomen. KAUFMANN und DEMEREC (1937) dagegen nehmen 
fir das gleiche Objekt an, daB der euchromatische Abschnitt in den 
Riesenchromosomen im Vergleich zu dem der Mitosechromosomen rela- 
tiv starker entspiralisiert und somit verhaltnismaBig langer ist. Gxrr- 
LER (1938) wiederum bringt die Genarmut des Heterochromatins — zu- 
mindest des X- und Y-Chromosoms — mit dem genannten Problem in 
Zusammenhang und meint, es ware die Linge des heterochromatischen 
Abschnittes nur im Riesenchromosom proportional der Anzahl der Chro- 
momerenaggregate (= Scheiben = Gene), wobei diese die gleichen Ab- 
stande wie im Euchromatin aufweisen; letzteres konnte PROKOFYEVA- 
BELGOvsKAYA (1937) eindeutig zeigen; im mitotischen Chromosom 
wiirde sich dagegen ein relativ langes, chromomerenarmes, aber mit 
Heterochromatin beladenes Chromonema finden. Andernfalls waren die 
Scheiben im Eu- und Heterochromatin nicht gleichwertig, d.h. nur 
jene waren aus ,,ultimate chromomeres aufgebaut, diese aber be- 
stiinden aus Sammelbildungen von , ultimate’ Chromomeren. 

Eine wohl als unhaltbar zu bezeichnende Auffassung schlieBlich 
vertrat Panter (1945) mit der Vorstellung, daB das Heterochromatin 
in der Speicheldriise durch Sekretion teilweise aufgebraucht wird und 
sein Volumen deshalb relativ niedrig ist. Aus dem Gesagten ergibt sich, 
daB die Meinungen hinsichtlich der Deutung der verhaltnismaBig ge- 
ringen Lange des heterochromatischen Abschnittes im Riesenchromo- 
som schon bald nach ihrer Entdeckung geteilt waren; doch wurde — so- 
weit mir bekannt ist — dieses Problem in letzter Zeit nicht wieder 
erortert. : 

Fiir das kompakte Heterochromatin ist allgemein kennzeichnend, 
daB es im Ruhekern in spiralisiertem Zustand erhalten bleibt, wahrend 
das iibrige Chromatin weitgehend entspiralisiert und aufgelockert vor- 
liegt. Offensichtlich hat also das kompakte Heterochromatin eine 
starke Spiralisierungs,,tendenz‘‘, welche sich auch in Riesenchromo- 
somen und ihnen ahnlichen Gebilden endomitotischer Ruhekerne be- 
merkbar macht. Ihre Verlingerung im Zuge der endomitotischen Poly- 
ploidisierung (vgl. oben) beruht aber héchstwahrscheinlich auf einer 
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fortschreitenden Hntspiralisierung; méglicherweise wird nun diese vom 
kompakten Heterochromatin nur sehr beschrankt mitgemacht (aller- 
dings kam es 1953 bei Bryonia — vgl. 8. 468 — nicht zur Ausbildung 
von sichtbar kompaktem Heterochromatin, es lagen also damals Chro- 
mosomenbiindel in einem weitgehend entspiralisierten Zustand vor). 
Ubertragt man diese Vorstellung auf die hier beschriebenen riesenchro- 
mosomenartigen Bildungen von Bryonia, so erscheint es verstandlich, 
daB ihre im Zuge der endomitotischen Polyploidisierung stattfindende 
Langenzunahme zugunsten des euchromatischen Abschnittes verscho- 
ben ist. Diese Hypothese stimmt mit der von MULLER und seinen Mit- 
arbeitern (1935) vertretenen weitgehend tiberein. Trifft sie zu, so mtiBte 
weiters der prozentuelle Anteil an Heterochromatin in den riesen- 
chromosomenartigen Bildungen der hochendopolyploiden Kerne ge- 
ringer sein als in den der niedrigerploiden Kerne; dazu liegen allerdings 
bisher keine Beobachtungen vor. Die oben angegebenen Zahlen, die an 
128n- und 256n-Kernen gewonnen wurden, stellen demnach die Extrem- 
werte fiir den im Vergleich zum mitotischen Chromosom verhaltnismaBig 
geringeren Anteil an Heterochromatin dar. Von diesem Gesichtswinkel 
aus gesehen, miiBte auberdem das Mibverhaltnis hinsichtlich der Lange 
des heterochromatischen Abschnittes zwischen ,,Riesenchromosom‘‘ 
und Prophasechromosom bei heterochromatinreichen Objekten gréBer 
sein als bei heterochromatinarmen. Auch dieser Punkt ware an geeig- 
netem Material zu iiberpriifen. 

SchlieBlich sei noch auf die Einzelheiten des Ablaufes der mitotischen 
Prophase bei Bryonia eingegangen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen 
von DoLEezaL und TscHERMAK-Wokss (1955) sowie TscHERMAK-WOESS 
und DoLEZAL (1956), die bei Rhoeo discolor und Vicia faba wihrend der 
friihesten bis mittleren Prophase einen zweimaligen scheinbaren Abbau 
des Heterochromatins feststellten (wahrscheinlich handelt es sich nur 
um Spiralisierungseffekte), wird bei Bryonia das Heterochromatin, 
nachdem es nach seinem ,,Abbau“ in der sog. ,,Zerstéubung‘‘ neuerlich 
in Erscheinung getreten ist, bis zum Endstadium der Prophase nicht 
wieder abgebaut. Médglicherweise ist der Ablauf der Prophase bis zu 
einem gewissen Grad abhangig vom allgemeinen Bau des Ruhekernes; 
aus den wenigen, speziell auf den genauen Verlauf der Prophase ge- 
richteten Untersuchungen schon Zusammenhdange aufdecken zu wollen, 
ware allerdings verfriiht. 


Zusammenfassung 
In den 128- und 256-ploiden Kernen der Klebstoffhaare von Bryonia 
dioica fanden sich im Jahre 1960 riesenchromosomenartige Gebilde, die 
eine Mittelstellung zwischen ,,Riesenchromosomen‘‘ und Endochromo- 
zentren einnehmen. Sie unterscheiden sich — vorwiegend durch das 
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Vorhandensein von kompaktem Heterochromatin — von den im Jahre 
1953 am gleichen Pflanzenmaterial aufgefundenen chromatischen Struk- 
turen. 

Entsprechend der diploiden Chromosomenzahl sind 20 riesenchromo- 
somenartige Bildungen vorhanden. Zwei Paare von ihnen stehen mit 
dem Nukleolus in Verbindung; sie werden als SATI und SAT II 
bezeichnet, da sie den Nukleolenchromosomen der Mitose ent- 
sprechen. 

Das aus zahlreichen Messungen errechnete Langenverhaltnis eu- und 
heterochromatischer Abschnitte der riesenchromosomenartigen Bil- 
dungen SAT I und SAT II ist gegeniiber dem der entsprechenden Chro- 
mosomen eines mittleren Stadiums der Prophase aus dem Endosperm 
zugunsten der euchromatischen Abschnitte verschoben. Zu dem gleichen 
Ergebnis gelangt man, wenn man einige der tibrigen, nicht naher be- 
stimmbaren riesenchromosomenartigen Bildungen bzw. Mitosechromo- 
somen vergleicht. 

Diese Tatsache wird mit der Vorstellung der Tendenz des kom- 
pakten Heterochromatins, seine starke Spiralisierung weitgehend un- 
verandert beizubehalten, zu erklaren versucht. Lockeres Heterochroma- 
tin und Euchromatin von ,,Riesenchromosomen‘’ und riesenchromo- 
somenartigen Bildungen strecken sich dagegen im Laufe der Polyploidi- 
sierung. 

Wahrend des Uberganges von 128-Ploidie zur 256-Ploidie verlangern 
sich die riesenchromosomenartigen Bildungen um das 1,26fache. Die 
Gesamtverlingerung gegeniiber den mitotischen Chromosomen ist im 
Vergleich zu anderen Pflanzen sehr gering (1:2,54 bei 256-Ploidie). 

Im Verlauf der Prophase findet im Gegensatz zu Vicia und Rhoeo nur 
ein einmaliger ,,Abbau‘‘ des Heterochromatins im sog. ,,Zerstaubungs- 


stadium“ statt. 

In den endopolyploiden Kernen der Basalzelle der Haare und in den 
triploiden Kernen des Endosperms kommen Vakuolen vor, die aus dem 
Nukleolus in den Kernraum ausgestoBen werden. 
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A. Introduction 

The chromosome aberrations induced in cells of active apical meri- 
stems by radiation or chemicals are generally studied within one or 
two days after treatment. Visible, nonlethal chromosome changes, 
however, which act as cell markers, have been used in experiments of 
somewhat longer duration, i.e., up to three weeks, to follow the later 
behaviour of the irradiated cells in root meristems (BRUMFIELD 1943; 
RicHart 1952; Davipson 1959a, b, 1960a). In these studies, the cells 
with changed complements were observed after they had passed through 
several mitoses and had given rise to cell clones. 

It was estimated when an irradiated primary root of Vicia faba 
overcomes the inhibition of growth induced by the radiation, the new, 
or regenerated, apex is derived from about 30 cells, the primordium 
initial cells (Davipson 1960a). Cells in mitosis with changed chromosome 
complements were seen in the growing root three weeks after irradiation. 
The estimate that regeneration occurred from about 30 cells was based 
upon the number of different chromosome complements and the relative 
proportions of cells with normal or with changed complements. Visible 
differences in these diploid complements were the result of X-ray- 
induced rearrangements or deletions. 

The aims, in this communication, are: 

1. To show to what extent the cells found in division soon after 
irradiation initiate lineages of marked cells, and to what extent the 
whole meristem of the irradiated root contributes to the meristem of 
the regenerated root seen at a later time. 

2. To present additional evidence that the primordium, from which 
the regenerated root grows, consists of many cells, i.e., 40—50. 

3. To attempt to show that the process of regeneration following 
irradiation is the result of an activity of the multicellular primordium ; 
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and to distinguish between the relative contributions of cell division 
and cell elongation during regeneration. 

4. To show that the disappearance from the meristem of cells with 
nonlethal changes in their complements, or their persistence, can be 
related to the state of the quiescent centre and the promeristem. Cells 
with changed complements do persist either following a period of 
reorganization of the meristem or decapitation of the tip of the root 
apex, which includes the quiescent centre and promeristem; they also 
persist when the cells of the quiescent centre are induced to undergo 
mitosis by one treatment, X rays, and are then exposed to a second 
treatment, colchicine. 


B. Material and Methods 


The techniques of germinating and irradiating the beans and of 
fixation and squash preparation have been described (Davipson 1960a). 
Primary roots of Vicia faba were fixed 2, 5, and 7 days after irradiation 
with 600 r. These roots were treated with 0.05% solutions of colchicine 
for 3 hours immediately before fixation. They were used for the study 
of chromosome breakage in cells undergoing mitosis 2 days after irra- 
diation and to determine whether mitosis also occurred 5 and 7 days 
after irradiation. 


Other primary roots of Vicia were grown for 2—3 days. Polyploidy 
was induced in the cells of the roots by treating with colchicine for 
3 hours. Some of these roots were decapitated by removing about 
0.5—0.75 mm of the translucent area at the root apex before colchicine 
treatment. Roots treated with 0.05% colchicine immediately after 
decapitation did not recover. Growth, did occur, however, in roots 
treated with 0.05% colchicine for 3 hours on the day after decapitation. 
When a new primary root apex had been regenerated and the root had 
grown, generally in 7—10 days, the roots were treated with 0.05% 
colchicine for 3 hours and fixed in 2 BD. Lateral roots were also treated 
with colchicine and fixed. The purpose of this experiment was to deter- 
mine the degree to which polyploid cells would persist in normal as 
compared to decapitated roots. 

Another group of roots was irradiated with 300r, delivered, as 
previously described, in 1'/, minutes. These roots were grown for 3 days 
and then treated with 0.025% colchicine for 3 hours. This treatment 
was expected to affect cells of the quiescent centre undergoing the first 
postirradiation mitosis. Ten and 11 days later, the roots were treated 
with 0.05% colchicine for 3 hours and then fixed in 2 BD. Feulgen 
squashes were prepared in the usual way. This experiment was planned 
to determine, from the numbers of polyploid cells and diploid cells 
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arious times after irradiation with 600 r 


Table 1. T'ypes of chromosomes changes found in cells of roots of Vicia faba at v 
Scoring for 9, 11, and 21 days are unpublished data from same roots described 


Figures in parentheses are percentage numbers of aberrant cells based on total n 


previously (Davipson 1960a; see Tables 1 and 2). 
umber of aberrant cells. mB’’ = minute deletions. 
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with atypical complements, the 
effect of a change in the state of 
the cells of the quiescent centre 
on the ability of marked cells to 
initiate lineages. 


C. Results 
I. X Rays 


Cells with chromosome changes. 
The cells entering their first mito- 
tic division after irradiation pres- 
ented a typical example of the 
effects induced by X rays (Table 
1; 2 days). Of the aberrations 
present, only minute deletions, 
mB”, could possibly result in 
changed chromosomes that would 
not be detected at subsequent divi- 
sions. If cells: with chromosomes 
lacking small, undetectable seg- 
ments had peristed, the apparently 
normal cells of roots fixed 9, 11, 
and 21 days after irradiation 
would have included some cells 
lacking minute segments. 

The presence of cells with 
dicentric chromosomes or with 
visible deficiencies in the meristem 
of a root growing actively three 
weeks after irradiation is note- 
worthy. It is evident that such 
aberrations are not lethal in the 
sense that they result in cell death 
after the completion of the first 
postirradiation mitosis. Cells with 
dicentric chromosomes, chromo- 
some deletions or reciprocal trans- 
locations do survive in roots, as 
cells with chromosome changes 
survive in in vitro cultures (Hsu 
1959). We cannot assume, there- 
fore, though such an assump- 
tion is often made in the inter- 
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pretation of cell survival curves and in the estimation of the rela- 
tive biological efficiency (RBE) of different radiations, that cells will 
always die or will fail to reproduce when changes ‘are induced in their 
chromosomes. 

The frequencies of cells with different types of chromosome aberra- 
tions have been expressed as percentages of the total number of cells 
with aberrations. Expressed in this way, the changes in occurrence of 
different types of aberrations are clearer than if the frequencies had 
been presented as percentages of all metaphases scored. However, the 
main reason this method was chosen is that there is no way of estimating 
whether the frequency of cells with normal and aberrant complements 
is the same in the meristem as in the cells from which the primordium 
is established. (The percentage frequencies of aberrant cells is presented 
in the final column of Table 1.) 

Cells with dicentric chromosomes, the most frequent type of aberra- 
tion seen two days after irradiation, occur at a much lower frequency 
in later fixations of roots; they appear to make but a small contribution 
to the primordium from which root regeneration occurs. The deficiencies 
associated with the dicentric condition, together with its instability due 
to bridge formation at anaphase, are disadvantageous to a cell; it is 
not surprising that cells with dicentric chromosomes do not maintain 
themselves in the growing roots with a marked frequency (Table 1). 
The frequency of all cells with dicentrics decreases from 65 to 9% 
(i.e., the total percentages of cells with dicentric chromosomes alone, 
or with any other effect) — in the period between successive fixations. 
The failure of cells with dicentric chromosomes to perpetuate themselves 
shows that not all the cells of the meristem of an irradiated root are 
included in the meristem of the regenerated root. This conclusion 
answers, in part, the question raised earlier of the extent to which the 
irradiated meristem contributes cells to the regenerated meristem (see 
Introduction). However, because different groups of cells were sampled 
in successive fixations, the groups are not strictly comparable because 
they were of different composition. 

The fate of cells with changed chromosomes, as revealed by changes 
in the relative frequencies of cells with different types of aberrant 
complements, is very different in the two periods lying between the 
three times (2, 9 and 11, and 21 days) at which roots were fixed (Table 1). 
The frequencies of cells with deletions does not change to any extent. 
The relative frequences of cells with dicentric chromosomes, however, and 
those with reciprocal translocations, undergo marked changes; the former 
decrease and the latter increase in frequency. Whatever processes 
determine or affect the persistence of cells with changed complements 
in meristems, they are obviously very different between 2 and 9—11 days, 
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and between 9—11 and 21 days after irradiation. It is suggested that 
this difference is attributable principally to the reorganization (DAVIDSON 
1960a) that follows irradiation; in particular to the establishment of 
a new primordium which, as the present results suggest, is derived from 
only a part of the original meristem. In the period following the eleventh 
day, however, in which active root growth occurs, there is little change 
in the frequency of cells with changed complements. 

The number of initial cells. The number of different chromosome 
.complements in the meristem of a root is also the number of different 
types of cells that are present. This is the minimum number of initial 
cells from which a meristem is formed and of which the promeristem, 
the term for the group of meristem initial cells (CLowES 1959a), is 
composed. 

The relative proportions, in cells seen at metaphase, of normal or 
abnormal complements lead to the estimate that the promeristem of a 
root, growing 3 weeks after irradiation, consists of at least 32 meri- 
stem initial cells. This estimate is based on the assumption that the 
relative frequencies of cells with normal or abnormal complements is 
the same in both the meristem and in the meristem initial cells of 
the promeristem (DAvipson 1960a). The different types of chromosome 


Table 2. Frequencies of cells with different types of chromosome changes found in 
cells of roots of Vicia faba 21 days after irradiation with 600 r 
Based upon Davipson (1960a), Table 2. A—J refer to different aberrations. 



























































Reciprocal +3 pli- | Double 
Root Posie Deficiency Dicen eines ; oe ub Total % 
No. tric procal | .4 | aberra-| aberra- 
whe bol Dl air feds Tapy Reon abt | tions | tions 
1 9/ 6/19! 1 6} 5 46 23.3 
4 4) 7| 5) 3) 1] 2 4 26 23.6 
19 23)13) 5 10 1 18 | 2 72 22.7 
1 4a9 ie 20 24.1 
14 35 | 33] 6 9/3/17] 5 3] 111 34.4 
Z3—1*} 34 34 29.9 
20—1*| 48 48 84.2 
20—2* 14 14 22.9 
10 = haa A Ma 13 15.5 
25 CHE a8 Syhe d ll 5 62 22.1 
31 C17 4 17 13.6 
——— ——ee enn i enn 
Total 350 65 10 31 6 3 463 


* Roots with split apex. 


complements within a root are, however, not present in equal frequencies; 
some complements occur once, or in only a few cells, indicating that 
some cells divide at slower rates than others (Table 2). On the assumption 
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that the frequency of cells with a particular complement reflects the 
frequency of initial cells with the same complement, it is now estimated 
that the promeristem of some roots consist of at least 32 initial cells, 
and of other roots, of 40—50 initial cells. 

Regeneration and cell division. It has been inferred both from the 
number of cells with chromosome markers at 9 and 11 days after irra- 
diation and from the presence of the same aberration in both parts of 
a branched root (Davipson 1959a) that mitoses continued after irra- 
diation in roots whose growth had been inhibited (Davipson 1960a). 
Primary roots of Vicia were fixed 2, 5, and 7 days after they had received 
600 r. This dose inhibited root growth. Mitosis was present in all five 
roots fixed on each day. Chromosome aberrations were present at 
2, 5, and 7 days but have been scored only at 2 days. The presence of 
mitosis in nongrowing roots indicates that the cessation of growth 
cannot be attributed solely to the complete inhibition of mitosis and 
thus to the failure of the meristem to produce cells capable of undergoing 
elongation. 

Conclusions and hypothesis. The experiments described later (Results 
II and III) were designed to test two parts of a hypothesis based on 
the results described in the previous section and elsewhere (CLowEs 
1959b; Davipson 1959b, 1960a). 

The hypothesis, which is proposed to account for some features of 
cell behaviour in root meristems, is: 

1. The apex of the normal root of Vicia is not occupied by a single 
totipotent cell but by a quiescent centre of many cells surrounded by 
a promeristem containing 30 or more cells. 

2. Not ali cells with aberrations fai] to continue to divide because 
the change in their chromosome complement is disadvantageous. Thus: 

a) Cells with induced nonlethal chromosome changes generally 
disappear in the same manner as cells with normal complements, i.e., 
they do not continue to undergo mitosis because they are destined, by 
their position in the meristem, to become part of the zone of elongation. 

Induced chromosome changes are scored in cells of the meristem. 
As irradiated roots grow, the zone of elongation moves towards the 
apex, and changes associated with differentiation occur in the most 
basal cells of the meristem; the meristem cells in which aberrations 
are scored are then lost from the meristem and no longer divide. The 
gradual decrease in the frequency of cells with chromosome changes is 
therefore seen to be a consequence of the change.in the cell population 
of the meristem; i.e., cells leave the meristem basally and enter it 
apically. 

b) Only nonlethal chromosome changes induced in meristem initial 
cells or in cells that subsequently become meristem initial cells will 
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persist in cells of the root. Thus, when Vicia roots are exposed to doses 
of 300r or 600r, clones of cells with chromosome changes do appear 
in the meristem, three weeks later. It is suggested that in the reorganiza- 
tion of the meristem following irradiation, the marked cells became 
meristem initial cells and therefore persisted. 

c) The cells of the promeristem and quiescent centre are less sensitive, 
at least to some agents, than cells of the meristem. 

3. The inhibition of root growth by radiation is partly due, as GRay 
has shown, to cell death. It is suggested in the present paper, however, 
that part of the inhibition results from a fall in the supply of factors 
that stimulate elongation. It is further suggested that these factors 
originate at the root apex in the quiescent centre. Regeneration is 
essentially a recommencement of the synthesis of factors stimulating 
elongation. 

IT. Colchicine 

Colchicine arrests mitosis at metaphase. The chromosomes form a 
single restitution nucleus containing the chromatids that would, after 
a normal division, have constituted two diploid nuclei; therefore, the 
restitution nucleus is tetraploid. These tetraploid nuclei undergo mitosis 
after an interphase. They may undergo several mitoses and the fre- 
quency of tetraploid cells may become quite high. The treated roots, 
however, do not remain tetraploid, but revert over a period of days 
to the diploid condition. That is, the diploid cells unaffected by the 
colchicine treatment eventually replace the tetraploid cells. This 
replacement of tetraploid by diploid cells occurs, as LEVAN (1938) noted 
in Allium, at the very apex of the meristem. Primary roots of Vicia 
behave in a similar manner (Table 3). 


Table 3. Frequencies of diploid, tetraploid, octoploid and 16-ploid cells in primary 
and lateral roots of Vicia faba after treatment with 0.05 %-solutions of colchicine 









































a Cells 
ays No. of : 
fte Root % No. 
coldiebes = : roots 2n 4n 8n | 16n ~ Total 
2n 4n 
3 Primary 5 42/150)122/} 7 | 13 | 47] 321 
Primary 4 232/159] 18] - 57| 39 | 400 
6 Lateral above C-tumour 4 400 | — -}|—1|100| — | 400 
Lateral from C-tumour 4 38 | 213; 49; — | 13] 71 | 300 
8 Primary 4 |316] 84 -|—]| 79] 21 | 400 
Lateral from C-tumour 6 55 | 433} 112) — 9} 72 | 600 
10 Primary 4 |346|} 54) — | —]| 87] 14] 400 


Three days after colchicine treatment only 13% of the dividing cells 
are diploid. Almost half (47%) are tetraploid, a large number of cells 
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(38%) are octoploid, and a few are 16-ploid. Within a further 3 days, 
the diploid cells are in the majority (57%) and 10 days after treatment 
87% of cells in division are diploid. In the same period 16-ploid and 
octoploid cells are no longer found. in division in the meristem and the 
frequency of tetraploid cells has fallen to 14%. 

The fall in the frequency of the tetraploid cells, or of any type of 
cell other than the diploid, follows the standard pattern of recovery of 
a root from the effects of some treatment. Why do the changed cells 
disappear from the meristem? The simplest explanation is that they 
are in some way at a disadvantage; it may be that they divide at a 
slower rate, though the presence of 16-ploid cells indicates 3 mitoses 
have occurred in 3 days and hardly supports the idea of a marked 
increase in generation time with an increase in ploidy. An alternative 
explanation is that they are replaced in the meristem by diploid cells 
derived from the promeristem and the quiescent centre. One result 
stands out, however, whatever the correct explanation. The presence 
of diploid cells 3 days after colchicine treatment is clear evidence that 
some cells either do not undergo mitosis during the period when colchicine 
exerts its effect, or are insensitive to colchicine. This behaviour is in 
contrast to that of the meristem cells, which are arrested at metaphase, 
give rise to tetraploid cells, and obviously are sensitive. It should be 
recalled that the cells of the quiescent centre, by definition, divide at 
a much slower rate than the meristem cells (CLowEs 1954). The longer 
interphase and slower division of the quiescent cells could be responsible 
for a low sensitivity of these cells to colchicine. 

The gradual loss of polyploid cells from the meristem of the primary 
root reveals only one aspect of the behaviour of cells within a growing 
root. It tells us nothing about the ability of different types of cells to 
initiate cell lineages in a root when that root forms after treatment, 
i.e., of the fate of atypical cells that initiate the growth of new roots 
as compared to the fate of cells present in a growing root when an atypical 
condition is induced in their chromosome complement. For the behaviour 
of cells in newly formed roots, we must turn to lateral roots. 

The lateral roots produced by a treated primary root fall into two | 
classes: those produced by a region of the primary root present at the 
time of treatment, and those produced by the primary root tissue that 
grew after treatment. In primary roots treated with colchicine, a 
typical C-tumour is formed at the apex of the root (Fig. 1b). Lateral 
roots that grow sometime after treatment with colchicine are entirely 
diploid (Table 3) if they are produced above the level of the C-tumour 
(Fig. lc, 2); those produced from the C-tumour (Fig. lc, zz) or below 
it were found to have polyploid cells (Table 3, 6 and 8 days). Tetraploid 
cells were not only present in lateral roots but they were the most 
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abundant type of cell. The presence of tetraploid and octoploid cells 
in high frequency in lateral roots, initiated and formed after colchicine 
treatment, indicates that such polyploid cells are not at a disadvantage 
because they can act as initial cells for lateral roots and can take part 
in root growth. In doing so they are not competing for position in the 
root with cells of a diploid quiescent centre. If the evidence from lateral 
roots is correct i.e., that polyploid cells are not at a disadvantage, it 
may be argued, according 
to the hypothesis proposed 
earlier, that the meristem 
is repopulated by diploid 
. ZA cells because of the po- 

sition of the promeristem 
and quiescent centre and 
because their cells remained 
diploid during the colchicine 
treatment. Then, if there 
is competition between di- 
ploid and polyploid cells, 
a b c such competition can be 


Fig. la—c. Diagram of primary root of Vicia. (a) followed only in roots from 
normal root, (b) primary root, after colchicine treat- hick th ist 
ment, showing C-tumour, (c) primary root with lat- which € promeristem 
erals, (I) formed from tissue present at the time of | and quiescent centre have 
colchicine treatment and (JI) formed from tissue 

affected by colchicine been removed. 











III. Decapitation and Colchicine 

Primary roots of Vicia were decapitated. Not less than 0.5 mm or 
more than 0.75 mm of the apex was removed. Root growth is not 
permanently affected by decapitation; a new apex is regenerated, and 
then the root begins to grow once more. The primary roots that grow 
after decapitation contain diploid cells. 

Colchicine treatment immediately after decapitation prevented sub- 
equent regeneration and growth. Roots were therefore exposed to 
colchicine one day after decapitation. This treatment did not prevent 
regeneration. Roots were fixed 10 days after colchicine treatment. 
Tetraploid and octoploid cells were present, as expected, in the lateral 
roots growing from the C-tumour; they were also present in the primary 
roots (Table 4). The fact that there is a high frequency of tetraploid 
cells in the meristems of the regenerated roots makes it doubtful that 
the cells normally disappear because the polyploid condition is dis- 
advantageous. This result from primary roots confirms the results from 
lateral roots growing from C-tumours. 
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Table. 4. Frequencies of diploid, tetraploid and octoploid cells in roots of Vicia faba 
Primary roots treated with 0.05% solution of colchicine one day after decapi- 
tation. Roots fixed 10 days later. Laterals derived from treated primary roots. 
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187 | 440 15 29 69 644 
143 332 25 29 66 500 


Ln 2 ee Ror eran 
Lateral from C-tumour. . 











as 











The presence of diploid, tetraploid and octoploid cells in different 
frequencies also suggests that there are many more tetraploid than 
diploid or octoploid meristem initial cells. This observation supports 
the hypothesis that there is a fairly large number of meristem initial 
cells (Results, I), a hypothesis originally based on the numbers of 
diploid cells with stable chromosome changes induced by X rays. 

The persistence of polyploid cells after the removal of the promeristem 
and quiescent centre indicates the importance of the apical cells for the 
regeneration of a normal diploid meristem. It does not, however, enable 
us to distinguish between the possible effect of the position of cells of 
the promeristem and quiescent centre in the root from that of their 
condition. Cells of the quiescent centre of primary roots of Vicia are 
known to incorporate DNA precursors at a much slower rate than do 
meristem cells (CLOWEs 1959b). But following irradiation, the quiescent 
cells incorporate isotopically labelled precursors and are no longer 
distinguishable from meristem cells (CLowxEs 1959a). 


IV. X Rays and Colchicine 


Primary roots of Vicia were irradiated. The dose was 300 r. CLowEs 
(1959a) showed that, in Vicia, DNA synthesis had occurred in the 
quiescent centre cells 3 days after irradiation. Therefore, roots were 
treated with colchicine 3 days after irradiation. Treated roots failed 
to increase in length for several days, just as did those given higher 
doses of X rays, but most roots eventually resumed growth. Some 
roots split at the apex and regenerated two roots. The roots were fixed 
10 or 11 days after colchicine treatment. 

Tetraploid and octoploid cells persisted in large numbers in the 
meristems of the regenerated roots. Tetraploid cells were present in 
all roots examined (Table 5). A comparison of the frequencies of poly- 
ploid cells 10 days after colchicine treatment (Table 3 and 5) reveals 
that irradiation 3 days before colchicine treatment has a marked effect 
on the persistence of these cells. No octoploid cells were present and 
only 14% of cells were tetraploid in roots treated with colchicine, but 
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Fig. 2a—d. Cells from roots of Vicia faba irradiated, treated with colchicine 3 days later 
and fixed after 10 or 11 days. (a) Tetraploid cell with two reciprocal translocations between 
S and the nuclear arm of M chromosomes. One S chromosome was situated out of field 
and has not been included; only 23 chromosomes of the tetraploid are cell shown. 
(b) Octoploid cell with four M chromosomes deficient for part of the non-nucleolar arm. 
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not with X rays, and fixed 10 days later. In roots treated with hoth 
colchicine and X rays, almost 11% of cells were octoploid and 65% 
tetraploid. 





ty mt 


' ; d 
Fig. 2 (continued) 
(c) Diploid cell with one M chromosome deficient for a segment of the non-nucleolar arm. 


(d) Tetraploid cell with two reciprocal translocations between short and long arms of 
S chromosomes 








496 D. Davipson: 


Table 5. Frequencies of cells with polyploid and/or changed chromosome complements 
in roots of Vicia faba 
Roots were treated with 0.025% solutions of colchicine 3 days after 300r 
and fixed 10 and 11 days later. 















































Normal Changed complement Total with A 
No. % 
Jal ee | ee) ee ee 
m|4an| sn} al|B]alsB|ci]a ment 
1 28 | 129 5] 20] 1 37 | 16] 9 83 78 245 
> 37} 60 3 60 100 
3 8] 117 25 25 95 150 
4 15} 81 4 4 81 100 
5 18} 69/ Il 2 2 71 100 
6 18 | 108 6] 2 16 18 83 150 
7—1* 4} 29] 55 4 8 12 29 100 
7—2* 4| 67] 29 67 100 
8—1*} 13] 87 87 100 
8—2* | 39) 39 6); 1 10 5 22 54 100 
9 90 4 6 6 4 100 
10 &} 68) 19) 1 5 2 8 75 100 
Nee | ee ee ( Av ) 
Total | 279 | 858 | 128 37 135 8 180 65.33 | 1445 








* Roots with split apex. 


In addition to the normal tetraploid and octoploid cells, cells with 
changed complements occurred after irradiation. Deletions and reci- 
procal translocations occurred in approximately 12.5% of cells. This 
frequency, noted 14 days after 300r, is lower than the frequency of 
18.9% obtained 9 and 11 days after 600r (Davipson 1960a). The 
results from the two experiments differ in that in the experiment with 
colchicine and X rays some aberrations were seen in polyploid cells. 
It was found that all tetraploid cells with a changed complement had two 
homologous changes (Fig. 2 a, d), two homologous intrachanges, deletions 
or reciprocal translocations; octoploid cells had four homologous changes 
(Fig. 2b). Furthermore, it was noted that the same change sometimes 
occurred in diploid and polyploid cells in the same root (Table 5, roots 1, 
6, 8, 10). The presence of two homologous changes in a tetraploid 
complement can be attributed to the induction of the tetraploid condition 
in a diploid cell that had been damaged by irradiation. Double changes 
are rare in diploid cells (Davipson 1959a; and Table 2), and exactly 
homologous double changes would be expected to be induced rarely in 
tetraploid cells. However, should such an event occur in a tetraploid 
cell, even treatment with an agent with a highly specific point of action 
should very rarely induce four homologous changes in an octoploid cell. 
This effect can hardly be attributed to anything but the induction, 
following colchicine treatment, of polyploidy in a diploid cell whose 
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chromosome complement had: been changed by X rays. The presence 
of two homologous changes in a tetraploid cell is also evidence that 
these cells are not tetraploid cells that were already present in the root 
and have been stimulated to undergo mitosis (cf. D'Amato 1950). 
The experiments and results described in the present paper are not 
comparable to those reported by Lewis (1951), who not only irradiated 
after colchicine treatment, rather than before it, but also separated the 
two treatments not by a period of days, but of a year. 

As has been noted, the number of different types of chromosome 
complements in the roots is also the minimum number of meristem 
initial cells from which the meristem is derived. This number varies 
from 2 to 8, with an average of 4.3, for the roots treated with X rays 
and colchicine. As with roots treated only with X rays, the relative 
frequency of different cell types indicates that the promeristem consists 
of more cells than the number of cell types. The promeristem of root 2 
(Table 5), for example, probably has more tetraploid than octoploid cells, 
one type being 20 times more frequent than the other. The relative 
frequency of the diploid, tetraploid and octoploid ceils in root 2 (12:20:1) 
suggests a promeristem of approximately 33 cells. 


D. Diseussion 
I. Root Regeneration 

The treatment of Vicia roots with 600r, 300r plus colchicine, or 
colchicine alone resulted in a complete, though temporary, inhibition 
of root growth. Lower doses of X rays, i.e., 150r or less, partially 
inhibited growth (Gray and ScHoxtes 1951; Reap 1959). Cessation of 
visible growth following treatment could have resulted from an inhibition 
of either cell elongation, cell division, or both. Mitosis, however, did 
occur after a dose of 600 r on days 2, 5, and 7, and on days 3, 6, 8, and 
10 after colchicine. Mitosis was present every day from days 1 to 10 
following 140 r (Hornsry 1956). Thus, the cessation of growth is not 
attributable to the inhibition of mitosis, and must be due largely to an 
inhibition of cell elongation. Even though the expression of the radiation 
effect is in the zone of cell elongation, the inhibition of elongation can 
be shown to be an effect produced at a distance away from the site of 
damage. Inhibition of elongation is achieved by irradiation of the 
meristem, not by irradiation of the cells of the zone of elongation (GRaY 
and ScHotes 1951; Gray and Boaa, quoted by Howarp and PELC 
1953). It has been concluded from these results that the failure of 
elongation is owing to the inhibition by radiation of the synthesis of 
a growth factor, probably auxin, in the root meristem (DAVIDSON 
1960b). Torrey (1957) had previously suggested, from the arrangement 

Chromosoma (Berl.), Bd. 12 33 
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of vascular tissue in the regenerated tissue of decapitated roots that the 
region, of the meristem produced auxin. Since mitosis continues in 
roots that were irradiated and have stopped growing, it seems plausible 
that the factors responsible for cell elongation (i.e., auxins) are not 
completely responsible for cell division and that the systems synthesizing 
the factors for mitosis (i.e., kinins) are less sensitive to X rays than 
auxin-synthesizing systems. 

The reacquisition by the root of the ability to promote cell elongation 
is a basic step, perhaps the basic one, in regeneration following irradiation. 
When a primary root branches in regeneration, elongation in the new 


roots does not follow the axis of elongation of the old root; the new | 


roots grow out at an angle to the old root. Each root has autonomous 
control of its axis of elongation. Thus, whatever factors determine cell 
elongation, branched roots provide further evidence that the control 
of elongation resides in the tip of each root branch. After irradiation, 
the meristem loses its ability to stimulate elongation. A group of cells, 
the primordium, is later formed within the meristem. These cells stimu- 
late elongation of the cells basal to them; this elongation carries the 
primordium, the new group of apical cells, out of the tissue of the old 
root, i.e., regeneration takes place. 


II. The Primordium 


The cells with normal and changed complements seen in the meristems 
of regenerated roots are descendents of cells, with similar complements, 
that were present in the primordium from which regeneration occurred. 
The relative frequency of cells with different complements provides evi- 
dence that the promeristem is multicellular and indicates that the 
primordium from which it was derived was also multicellular. This 
multicellular primordium constitutes the bridge, through its cell lineages, 
between the whole apical meristem of the root before treatment and 
that of the root after treatment. Estimates of the number of cells in 
the primordium reveal to what extent the treated meristematic region 
contributes to the meristem seen at later times. But a comparison of 
the relative frequencies of cells with different complements will yield 
an estimate only of the minimum number, never of the actual number 
of cells in the primordium. However, changes in the frequency of 
different complements with time (Tables 1, 3) indicate that only a 
fraction of the cells of the meristem of a treated root could contribute 
to the primordium. Some types of chromosome changes are seen soon 
after treatment and their frequency later decreases; examples are 
dicentric chromosomes (Table 1) and polyploidy (Table 3) Thus the 
whole meristem cannot be responsible for subsequent root growth. 
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The treated meristem may not, in fact, contribute any cells to the 
primordium; the latter may be derived entirely from the promeristem 
and quiescent centre. If this is so, then the lower frequency, in the 
newly generated meristem compared to the meristem cells actually 
treated, of cells with either chromosomal changes after irradiation or 
in a polyploid condition after colchicine treatment would indicate that 
the cells of the promeristem and quiescent centre are less sensitive than 
those of the meristem. That the promeristem and quiescent centre 
make an important contribution in regeneration has been shown by 
both decapitation-plus-colchicine and X-ray-plus-colchicine treatments. 
When the promeristem and quiescent centre are removed, or when the 
quiescent centre is induced to become mitotically active and then 
treated with colchicine, treated roots lose the ability to repopulate the 
meristem with normal diploid cells. Celis with changed complements 
then persist in measurable frequency (Tables 1, 3, 5). The relative 
contributions of quiescent centre and promeristem cannot be distin- 
guished at this point. It is probable, however, that the normally dormant. 
condition of the cells of the quiescent centre is important and that 
their part in regeneration is greater than that of the promeristem. 


ITI. Cells with Changed Complements 

Cells with polyploid complements persist in high frequency in lateral 
roots and in primary roots after decapitation. Their disappearance 
under normal conditions cannot be due, therefore, to an inherent dis- 
ability associated with the polyploid condition. It is obvious that these 
cells are capable of initiating cell lineages. The behaviour in root 
meristems of cells with nuclear changes, either in the degree of ploidy 
or in the structure of the chromosome complement, has been described 
from other experiments: 

1. Chromosome abnormalities induced by low doses of X rays 
(50—210 r) or « rays (15—29 e) reach their maximum frequency within 
9—12 hours of irradiation and are no longer present, or are infrequent, 
72—96 hours after irradiation (THopay 1951). After the highest X-ray 
dose, 210r, THopay noted signs of a secondary peak of chromatid 
breaks at 72 hours. ; 

2. Tetraploid cells induced by colchicine gradually disappear from 
the meristem and are replaced by diploid cells (LEVAN 1938; see Table 3, 
present paper). Levan states that, during recovery, diploid cells are 
seen at the tip; further back, polyploid cells are still frequent. He also 
notes that diploid cells continue to appear even after 72 hours of contin- 
uous treatment, “‘... single cells of the meristem can keep themselves 


in a condition resistant to colchicine’’. 
33* 
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3. After doses of 300r (BRUMFIELD 1943) or 600r (Davipson 
1959a, b, 1960a) cells with changed complements do persist in root 
meristems of Vicia. 

These observations and others described in Results are interpretable 
on the hypothesis proposed earlier and also on the basis of anatomical 
studies. The apex of the root consists of a group of cells that normally 
synthesize DNA and divide only at a very slow rate (CLowEs 1959a) — 
the quiescent centre. Around the quiescent centre is the promeristem, 
the group of celis from which the meristem is derived. Chromosome 
aberrations are generally observed in the meristem. However, the 
cells in the meristem are replaced by derivatives of the pro- 
meristem; as the meristem cells enter the zone of differentation and 
elongation, they divide infrequently or not at all. Thus, the changes 
seen to be induced by low doses of X rays or colchicine do not persist 
in root meristems; the affected meristem cells are replaced, at the apex, 
by cells which are normal and assumedly unaffected by treatment. 
The group of apical cells not only dominates the meristem, assuring the 
continual replacement of meristem cells with new derivatives of pro- 
meristem cells, but by doing so, protects the root against injury. Apical 
cells do not have the same sensitivity as meristem cells. To what extent 
the relatively low sensitivity of cells of the quiescent centre is ascribable 
to their slow rate of division or to other factors is undetermined. We 
may say, however, that the rate of division is partly responsible. Levan 
(1938) noted a slow division rate in cells close to the tip; these cells 
were diploid even after 72 hours in colchicine. We have seen that the 
ability of a root to recover the diploid condition after colchicine treatment 
is lost if the cells-of the quiescent centre are brought into division by 
irradiation 3 days before colchicine treatment. In addition, the import- 
ance of the position of the apical cells has been demonstrated by the 
persistence in primary roots of polyploid cells after decapitation of the 
diploid apical cells and by the presence of polyploid cells in newly formed 
lateral roots. In both types of root, polyploid cells persist when they 
are not meristem cells in a growing root but are taking part in the 
generation of new roots. 

When a new root is initiated, the quiescent centre and promeristem 
are established within the region of active cell division. The cells in- 
corporated into the promeristem initiate lineages of cells, and these 
latter cells constitute the meristem. If a changed complement occurs 
in a meristem initial cell, it will be found in the meristem. A changed 
complement will persist in the meristem only, it seems, if the cell in 
which it is induced is either a meristem initial cell or becomes one. 

The primordium of the regenerating root is similar in several ways 
to the primordia that form in tissue explants of stem and root sections 


Reorganization and cell repopulation in roots of Vicia faba 501 


(SteRLING 1951; Skoog 1954; Strewarp 1958; Mirra, Mapes and 
StewarRp 1960). The characteristics of the primordium are: it arises 
in a tissue in which there is cell division but no organized growth 
(i.e., unidirectional elongation) ; it is multicellular ; following its formation 
organized growth is initiated; and the initiation of organized growth 
leads to the formation of a recognizable root or shoot. The multicellular 
nature of the primordium and the evidence that it is formed from several 
different cells, not simply many descendents of a single cell, imposes 
certain limitations upon the ability of an irradiated meristem to undergo 
regeneration. It seems, therefore, that the distribution of cells capable 
of initiating cell lineages, i.e., potential initial cells, will be an important 
factor in regeneration. In the absence of sliding growth or cell movement, 
no regrouping of cells can occur. Only where a sufficiently large number 
of potential initial cells lie together can a primordium be established. 
The association of such cells thus determines the ability of the meristem 
to undergo regeneration; and the chance incorporation within the 
primordium determines the fate of all cells in the treated meristem, 
both those with normal complements and those with atypical comple- 
ments. 

Many cells, after irradiation, or in recovering from the effects of 
colchicine, are unable to complete a normal mitosis. These induced 
changes are truly cell-lethal. The failure of some other cells to initiate 
lineages is, however, not an indication that they carry lethal chromosome 
changes. Normal cells present in the meristem but not in the primordium 
will make no contribution to regeneration; on the other hand, cells 
having a chromosome deficiency or polyploid cells may make a contri- 
bution. Thus, between cells of relatively similar abilities, the process 
of selection or somatic elimination becomes one of chance as much as 
one of competency. Provided that a chromosome change is not lethal, 
the future of the cell carrying the change is determined by its position 
in the treated root apex relative to the position of the primordium. The 
organization of the root and the relation of the stem cells of the quiescent 
centre and promeristem to the actively dividing cells of the meristem 
is analogous to some animal testes. The quiescent centre is analogous 
to the spermatogonial cells, the meristem cells to spermatocytes. Irra- 
diation affects the actively dividing cells, which are replaced by deriv- 
atives of the stem cells, in both root and testes. These stem cells are 
apparently less sensitive to treatment, and their derivatives are normal — 
the net effect thus being restoration of the original constitution of the 
cells of the region- of active division. When an effect occurs in the 
dividing cells it occurs in several cells; the result is seen as clusters of 
mutations in sperm or in lineages of cells with the same chromosome 
change in roots. 
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The data presented here support the hypotheses (1) that the pro- 
meristem and particularly the quiescent centre, because of their position 
in the root, prevent the persistence of cells with changed complements 
in the meristem, (2) that (1)' occurs because the quiesent centre cells 
are less sensitive to treatments, and (3) that lineages of cells with changed 
complements will appear in a meristem when such a complement occurs 
in a meristem initial cell. 


Summary 


1. Mitoses were seen 2 to 10 days after X irradiation or colchicine 
treatment, an observation indicating that cell division does occur in 
roots whose growth in length has been temporarily inhibited. The 
cessation of growth cannot, therefore, be ascribed to the inhibition of 
mitosis. 

2. The relative frequencies, after irradiation, of cells with dicentric 
chromosomes or with reciprocal translocations change much more 
between 2 and 9 or 11 days than between 9 or 11 and 21 days after 
irradiation — evidence of a marked reorganization in the early part of 
the recovery period. In the period of reorganization a new primordium 


‘ is established. 

3. It is estimated, from the relative frequencies of cells with atypical 
chromosome complements, that the primordium is composed of 40—50 
cells. 
4. Bean roots were found to recover from the effects of colchicine 
in about 10 days. In the first part of this period, polyploid cells were 
frequent in the meristem but they later decreased in frequency. In 
lateral roots developing from the C-tumour, polyploid cells were still 
. present in high frequency at a time when they were infrequent in the 


primary root. 

5. The effect of the apical cells on the persistence of polyploid cells 
in the meristem was tested in two ways: a) The apex was decapitated 
and the root was treated with colchicine and b) Roots were irradiated 
in order to bring the cells of the quiescent centre into mitosis 3 days 
before colchicine treatment. After both treatments, tetraploid and 
octoploid cells persisted in high frequency. Some polyploid cells also 
showed chromosome changes in irradiated roots. 

6. It is suggested that the size of the primordium is important for 
regeneration; this new growth is attributed to the stimulation of elon- 
gation in cells basal to the primordium by auxin secreted by the cells 
of the primordium. It is further suggested that the apical cells of the 
growing root also synthesize growth simulants. 





; 
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7. The failure of cells with changed complements to persist in a 
meristem cannot be attributed solely to selection against them. Data 
presented support the hypotheses: a) that by virtue of their position 
the cells at the root apex, particularly those of the quiescent centre, 
prevent the persistence of changed cells in the meristem, b) that the 
cells of the quiescent centre are less sensitive to treatments than those 
of the meristem and so are able to repopulate the meristem with normal 
cells and c) that when, after either decapitation or reorganization at the 
apex, cells with changed complements occur in the meristem, they do 
so because cells with such complements have been established as meristem 


initial cells. 
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